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RE.SUMEN

Se cultivaron in vitro 10 biopsias précedén;és”dé-éaicdmés

humanos, obteniéndose finicamente en 5 de los casos lineas ‘celula~

res (un histiocitoma, 2 osteosarcomas y 2 1ipo$arcomasi Estas li
neas exhibieron caracterfsticas propias de cElulas malignas, ‘como
son: una alta eficiencia en la obtencién de los cultivos prima——-
- .

rios, una morfologia aberrante, una-alta produccxon de colégena.

fosfatasa  dcida: y alcalina, ast como un”numero cromosémico de ti-
po aneuplo:de.:Se utzllzaron como punto de comparacxén en las dl—
ferentes pruebas_;eal;zadas, cultivos . de fibroblastos normales --
tanto de pieliﬁ@@iﬁﬁicaﬁa reactivos de ganglio. ﬁ&r otro 1adc,7$e

presentd una interacci&n derlas células malignas con 1eucbcitds;—

mononucleados de sangte perlferlca humana normal, observ&ndose

que aicha 1nteracc16n aumento en relacion directa con el tlempo

de doblaje presentado por las celulas in” v;tro. Por ultlmo,fse

discute 1la posible interac016n de las celulas malignas y 1os 1eu~

cocitos zomo un mecanismo de recongclm;entoide;la:dlferenciacion

celular, la independencia entre diferenciacién-y malignidéqﬂy

establezen nuevos patrones de crecimiento in vitro tanto para

lineas malignas como para las normales.



INTRODUCCION

a). Caracteristlcas generale

~bl Sarcomas ——
Caracterlzaclén de Lineas Celular

Mallgnas Cultxvadas in v1tr

DISCUSION




INTRODUCTCION

Cultivo de Tejidos Animales.

En el siglo XIX (9), en base a los probléméé pléntéados para
un mejor estudio embrioldgico de tejidos animales, se comenzaron a
establecer técnicas en las cuales se trataba de prolongar la vida-
de las c&lulas fuera del organismo. Este inter&s se debia princi--
palmente, a la importancia que se daba al medio ambiente interno -
en la regulacifn de las actividades del tejido vivo: de acuerdo a
esto, el ambiente interno no era solamente el producto del metabo-
lismo del tejido, sino que Este reaccionaba con el tejido mismo vy
regulaba sus actividades, por lo que seria neceario, si se querian
estudiar las propiedades fundamentales de las células y de como es
tas arectaban su ambiente interno, separarlas en sistemas artifi--
ciales en los cuales no habria la influencia del orgénismo.

El primer intento fué realizado en el afio de 1885 (89), cuan-
do se mantuvo placa neural de embrién de pollo eﬁ uné solucibn sa-
lina caliente y se obtuvo que la forma cerrada del’tubo neural es
una funcién"ﬁriﬁafiafdé iaé-ééldlas; y n01COmo‘seWsﬁéénia;fﬁn?efeg
to directo de Lajﬁresién;mécénica ejercida pbf'las e#ttﬁdtﬁras ad-~
yacentes. £ v : »  » |

En 1907~(38);:Sé‘desarr0116 Unavtéchicﬁcqueipéfmitia observa-
ciones in vitro de las‘fibrasknérViosas delanfibio. Posteriormente,
esta té8cnica de cultivo fué adaptada éranimaleg poiquilotermos, en
donde se descubrieron las'ventﬁﬁasrdéi‘plasma'sanguineo-como medio

nutritivo. Bnu1931,114);ise;légréfésﬁablecer una 1ihea—&e‘células
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de tejido conectivo de pollo, la cual se mantuvo en multiplicacidn
continua durante 34 anos. Este trabajo tuvo el m&rito de conservar
la esperanza de poder comprender las leyes del crecimiento y dife-
renciacién celular. . ‘

En aquel entonces, las soluciones nuﬁritivas para mantener in
vitro a células animales, consistian principalmente de suero san--
guineo (72). Despu&s se utilizaron diferentes tipos de fluidos cor
porales, asi como extractos de tejidos. La complejidad de &stos im
pedia realizar experimentos en los que pudier; observarse el efec-
to de una sustancia en particular sobre las cé&lulas, por lo gue era
indispensable la creacibn de medios quimicamente definidos en base
al estudio de los requerimientos esenciales de la célula fuera del
organismo. El primer experimento realizado para resolver-este pro-
blema, se llevd a cabo en el afio de 1911 (53), cuando se mantuvo -
tejido de embrién de poilo en una solucibn salina suplementada con
aminodcidos, polipéptidos y ‘glucosa. Siendo posteriormente descu--

bierto, que el extracto deiééﬁé-téjido contenia ademis factores de

crecimiento (72):
En posterioresiexpéniméﬁédefzd), se'ﬂtiliz&”un*mgdiqibq§§1 -
compuesto de Plaéma,_sﬁeyq\y:exﬁraéto de embribn de poilo, Ebdos-~
ellos dializados contfﬁ'una»SdluciGn de Ringénglucésa, péré éé@b-
ver los componentes.de,bajo peso molecular. Se observd que eéﬁe}mg
dio no sostenia mﬁltipliéacién, ni supervivencia celular, pero cuan
do se le adicionéron nutrientes quimicamente definidos obtuvieron
un buen crecimiento celular. Fué asi como encontraron un método pa

ra estudiar a los promotores del crecimiento celular de bajo peso



molecular.

De esta forma se conocio que el medio basal suplementado con
sales inorgdnicas, glucosa, fructosadifosfato,\glﬁtéﬁiha,{éisteﬁm,
glutatién y otros aminodcidos, era capaz defsoéienef'eifcrecimien—
to y reproduccidn celular, lo cual pudo sér cdnfirﬁado-en préerig
res trabajos (64, 110). L

En 1946 (110), se reporté una soluciéhlhﬁﬁf%ti§avqﬁé mantuvo
una cantidad considerable de tejido‘cardiaéd‘de Embfisn de'polld -
durante algunas semanas, este medio estaba const1tu1do por 20 1n-—
gredientes de composicibén conocida. Cuatro anos m&s tarde (64), ﬁﬁ
ideada una solucibn mis adecuada  que contenia un complemento de -
amino&cidos y vxtamlnas, asi como algunos:’ constltuyentes de los &ci
¢os nucléicos; algunos metabolltos Yy factores de crec1m1ento.:;q 

En base a estos medlos definidos se logr6 probar el efecto de
un nfimero cada vez m&s grande de sustancias, tanto lnorgénlcas co-
mo orgédnicas sobre el desarrollo celular. Con &sto-se descubr16 lo
indispensable de algunas sustancias para el creclmlento celular, -

tales como las bases nitrogenadas . (purlnas Yy plrlmld'nas) en lar--

formacibn de los &cidos nuclelcos,,el acldo ascérblco y‘los grupos

sulfhidrilos del glutatlén y cxst n rocesos de 6xldo——

reduccibn, asi como'en la conformac 6n'de pr tein s. Tamblén se --

descubrib lo 1ndlspensable de os.§c1dos grasos’ para la ‘formacién

‘4enzlmas gue regu-

’no.bastaba con la
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se establecieron una serie de medios quimicamente definidos (apen-
dice I) a partir de experimentos con diferentes tipos de tejidos . Di
versos investigadores establecieron por separado sus propias formu
las, empero, todos concordaban en la regulaci6n del pH, que debe-;
ria tener valores de 6.8 a- 7.2 . Esto se logr§ a partir de difereg
tes sales que actuaban como amortiguadores y que al mismo tiémpo -
proporcionaban los elementos inorgé8nicos indispensables, tales co-
mo sodio, calcio, magnesio y potasio (72). Sin embargo, no fué si-
no hasta 1955, en trabajos con c&lulas de HeLa (21), cuando se ae-
sarrolld el primer medio minimo esencial, el cﬁal era.capaz de sos
tener la proliferacibn activa de células de»mamiferqrsinrningﬁn ti
po de suplemento (apendlce I) »

Estos medios: aunque proparc10naban los elementos ‘basicos para

la vida, pueden ser suplementados con sueros, "principalmente de ca

ballo y fetal de bov1no y en ocas;ones de humano ya que estos con
tienen lmportantes promotores del crecxmzento celular (hormonas y

proteinas), pero es tan. compleja su comp031c16n que no se ha podl-'
do identificar mis que un pequeno nﬁmero de sus elementos A aﬁn me

nos el papel especifico que estos juegan (60,' G)V

Obvzamente,:aunado al des'rrollo del'cultlvo de tejldos, se -

establecieron las condlclones fi51cas 6pt1mas para el crec1m1ento

celular, imitando. las‘que se presentan en el organlsmo de los mami

feros. Para ello se emplea una temperatura de 37°C, una composxcxén

atmoesférica de b16x1do de carbono de 5 a 10% y un amblente hﬁmedo

saturado (96).

Una vez estableci
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mas para el crecimiento y desarrollo celular, surgi6 el problema -
de continuar los cultivos sin necesidad de recurrir a nuevos teji-
dos, ya que las cé&lulas detienen su crecimiento’al cubrir el sus--
trato donde se cultivan. Por lo que era necesario evitar que alcan
zaran altas densidades, haci&ndose indispensable su resiembra ha--
cia otros sustratos. Esto 'se logrS a través de un tratamiento con
enzimas protecliticas como la tripsina, que digiere las proteinas
con las que las c&lulas se adhieren al fondo del plato (81). Sin -
embargo, se ha observado que las c&lulas no s6lo se adhieren éor -
proteinas en el sustrato, sino que tambi&n emplean cargas de iones‘
divalentes talés como calcio y maghnesio. Para poder aﬁﬁlar‘éstaé -
cargas, se emplean soluciones salinas conteniendo 8cido etilen-dia
min-tetra-acético, ‘el cual es un agente quelahte que captakiones_-
divalentes (4). De esta manera se faéilité la separacién de las cé
lulas del sustrato de cultivo y se evita ademfs un mayor’daﬁofen\_

la membrana celular.

Diferenciacidn Ceiular(-

La diferenciacibn celular se puede deflnir como.

por el cual se originan dlferenc1as estables entre as células de

un organismo (18). Entendiéndose por establlldad la 51tua016n en que

aguellas no pueden volver a su estado 1nd1ferenci’do, perdléndose

generalmente su capaCLdad reproductora y restr1ngu1éndose de esta

manera a funciones altamente especxallzadas (7 37) 7 : |
El proceso de dlferenc1acxén celular en anlmales se da a par-

tir de 1la gastrulaclén, etapa embr10na1 en la cual se constltuyen
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las 3 hojas germinales, a partir de las cuales se van a formar los
diferentes tejidos y &rganos (18) Sln embargo, per51sten células
indiferenciadas durante la vidé:del organlsmo, que contlnuanven re
produccibn, de tal manera gque la poblac;6n de células dlferenc1a——
das es renovada constantemente (36)

De todo lo anterior, surge la siguiehte pregunfa: aCuéles son
los factores que determinan la diferenciacién celular?. Eéta.pre--
gunta ha sido parcialmente contestada, como ' se verd a cont1nuac16n
en los estudios teallzados sobre cultlvos celulares in vitro.

Factores importantes en lavlnducclén'de,la diferenciacibn de
las c&lulas hematopoy&ticas han sido"eStudiadas en forma extensa -
recientemente (108), en donde se ha descfitébla transformacibén de
los pro-eritroblastos hacia er1troc1tos, por el factor 1nduct1vo -

llamado eritropoyetina. Asi como la producc16n de granuloc1tos y -

macrb6fagos, los cuales son formados a part:.r de una célula precur-

sora comin encontrada en la médula 6s ,Lmo precursor ir?

cia su proceso de dlferenc1ac16n a. “tener contacto ‘con’ la granulo-

poyetina, llamada factor estlmulante s colonlas, o 1nductor de ma
crb6fagos y granulocxtos. " ;77 ‘ ; '

Se ha observado que ‘la dlferenc1ac16n celular tamblén es debl
da a factores intrinsecos de la propla c&lula (113), ya que se en-
contrb gue los mloblastos (celulas precursoras de las flbras muscu
lares) se dividen 2 6 3 veces en cultivo y.a partlr de entonces co

mienzan a agregarse y fus;onarse en flbras musculares multlnuclea-

das. Tamblén se observé que aunado a este proceso la dlferenCLac;Gn

estd asociada con la ap rlcién de estrlac1ones cruzadas y contrac-
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tilidad, demostrando que la diferenciacién de este tipo celular es

un proceso inherente a la misma cé&lula.

Tambi&n se ha observado que el proceso-de diferehciaéiéh:nbv-
es unidireccional (33), pu@s la conversién de fibroblastds a célu-
las adiposas, depende solamente de la continua disponibilidad de -
una fuente rica en nuttientes, bajo condiciones en las que no es -
posible la divisién'ceiular. Este proceso sin embargo, es reversi-

ble cuando las condiciones nutricionales no son las adecuadas.

Cancer.

a) Caracteristiéés Generales.

El nfimero de definiciones tan dlversas que exlsten,para descrl
bir las ne0p1a51as es indicacibn clara de que nlnguna de
satisfactoria. Sin embargo, en este trabajo se consxdera que:una -

neoplasia es "una neoformacibn constituida por. acumulacxén anormal

de cé&lulas, cuyo crecimiento excede del de‘los;tejldgs:no:males‘y

s incoordinado con el de los mismos" (74). Asimismo, .las neopla--

sias se dividéh.en 2 grandes grupos: benignas y malignas; siendo -
astas ﬁltlmas llamadas comunmente céncer

Los tumores benlgnos estan caracterlzado por.una estructura
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centaje de divisiones, en donde se observan muchos cromosomas anor
males. No presentan una encapsulacibn, caracterizindose por creci-
miento infiltrativo y erosivo, originando inclusive con el tiempo
el establecimiento de colonias en-partes distantes de su lugar de
origen. Este Giltimo proceso de coloniiaéién se conoce como metdsta
sis, o crecimiento tuméfal seéundério, qéusando en la mayoria de -
los casos la muerte del organlsmo (19 86).

Las celulas cancerosas exhlben caracteristlcas especiales. co-
mo son entre otras; el escape de los ‘mecanismos de controlkdel'or-
ganismo, el aumento en el potencial de crecimiento, alteraciénkde.
las membranas celulares,'apar1c16n de nuevos antigenos y antlgenos

de superficie, apar1c16n de anomallas carlotiplcas, asi como el de

sarrollo de transformaclon s morfonglcas y bloquimlcas (86) Sln

embargo, aunque las células mallgnas son indiscutiblemente celulas

alteradas, los camblos puedenbser muy sutlles, de manera que estas
tienen aspecto ca51 1dent1co al de los ‘equivalentes del tejldo nor
mal, o la modlflcaclén es muy grande, ‘en medida tal que plerden to

da semejanza con las células de origen (desdlferenc1ac16n)(86)uw——

tes estadios en el desarrollo del tumor, a lo que s'

evolucibn neopla51ca (107)

Las alteracxones func1onales de la celul : tiendeh‘é‘

ser paralelas a 1as alteracxones morfongicas Las células tumora-

les bien dlferenc1adas pueden conservar todas las facultades espe-

cializadas de las celulas de-los tEJldOS or1g1nales.~Por_eJemplo -
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los tumores de células de islotes, que provienen de las células g,
pucden elaborar insulina (86) y las cé&lulas tumorales &seas mejor

diferneciadas fabrican matriz 6sea (35, 86). En contraste con estas
células funcionalmente bien diferenciadas, estln la mayor parte de
las células malignés, escasamente diferenciadas, que no tienen fun
cibn especializada residual y actGan solo como “fébricés"'ingober—
nadas de sustancias celulares, estas c&lulas se dividen 'y destru--
yen por invesividad todo tejido en su camino. Ahora bien, es impb£
tante menciona;'qde en ambos tipos de tumores, no sblo se presen--
tan las células'neoplﬁsicas, sino tambi&n aparecen cé&lulas fibro--
blasticas que pﬁeden sex de tipo reactivo, o no reactivo que que-
daron incluidas{@éhgré devla masa tumoral por invasividad de é&sta

(46, 107}).

Conforme las_células de algunos tumores,se tornan menos . dlfe-

renciadas, plerdeh algo de su espec;flcldad bloquimlca‘yltlenden'a

converger en un: cuadro enzimstlco proplo (78);? lotras pal bras -
las c&lulas malignas- llegan a parecerse més entre si que a, las cé
lulas normales que les dleron orlgen. Esto tamblén es apllcable a

las caracterlstlcas morfoléglcas, puesto que las células que han -
perdido toda semejanza con las cé&lulas normales exhiben en la mayg
ria de los casosjf;na motfoidgia'comﬁn cuyas principales caracte--
risticas son las siguientes: pléomorfismo celular y nuclear; cocien
te nﬁcleo-c1toplasma l l e anluso 1:2 en lugar del normal l:4 ; -

nGcleo p1cn6t1co (dada ”"ran acumulacxén de cormatina, la cual -

se arregla en acumulacxones toscas en la membrana nuclear, desta-~

cindose el con nﬁ leo);,nﬁcleos grandes en ocasiones mfil-

tiples y presen éél,ul_as;.é'b,gaknt‘..es'...;ﬁiu_ltinuclea_das_ (86)...Por. -
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otro lado, estas c&lulas pueden tener tambi&n un proceso de dife--
renciacidn patolbgico en el transcurso de su evolucibn, como se de
muestra con el hecho Ae que adquieren secreciones de protefnas es-
pecificamente embrionarias y producci6én de hormonas ectdpicas carac
teristicas, que no presentan en sus estados normales de diferencia
cién (86, 107).

La diferenciacibn de las células cancerosas suele ser. indlce

itil de su nivel de mallgnidad y de su grado de prollferac16n.

general, cuanto mayor sea la dlf&rencxac16n, m&s lentamente c ece-

ré la neoplasia 'y a 1a lnversa. una desdlferenc1a016n més lntensa’

se acompafia de crecxmlento més r&p;dq, En base a esta Ldea,”se an

realizado clasificaciones de las neoplasias malignas en las‘édales

se relaciona el grado de d1ferenc1ac16n de las cE&lulas con la malqi

nidad, siendo més mallgno un tumor cuando sus células. se encuenbﬁm

muy lndlferenc1adas y v1ceversa (86). Sin embargo, esta cla51f1ca-

Is -

cién no es del todo “'acta, ya”que se ha comprobado que algunos

mores bien. dife

lesiones no dlferenc1adas pueden crecer lentamente (61) Esto hace

necesario estudlos

dlferenc1ac16nnde lastcélulas Y ‘su grado de malignidad,. con e

de realizar una clasxf1cacxén de las neoplasias malignas’ més acor-

de con su comportamlento Y su pronéstico en el 1ndlv1duo.“~
Hasta ahora, hemos descrito en forma general las caracteris-
ticas gue presentan las células cancerosas Yy las dlferentes etapas

bargo, aun quedan preguMzs

de su desarrollo en el organlsmo. SLn :

por contestar, ¢

icos’ que produc -




11
los tumores malignos? , y ¢Por medio de que mecaniémo este, o estos
factores etioldgicos transforman las células ﬁormalés”en malignas?;l‘
En la actualidad, la primera pregunta se ha respondido parcialmen-
te, ya que se han descubierto varios agentes de naturaleza diferen
te, gque actuan como carcinSgenos:en las c&lulas normales, estos --
agentes se pueden clasificar de Ia sigUiente manera: los qguimicos
{como son hidrocarburos p011c1c11cos, los colorantes azdicos, las

aflotoxinas y la 2-B- naftllamlna),~los ‘agentes. virales (entre los

que se encuentran c1ertos v1rus‘del tlpO de ‘los papov;rus y adeno~
virus), los fisicos ( entre los 'ue aparecen las rad1ac10nes y los
ionizantes),,humorales (tapto ormonas ‘como hx estrogenlcos y

la prolactina) Y porrd' ',omﬁtlcas esponténeas -~

(que agrupa a- factores no:identificados}) -Eﬁflo”que respecta a la

segunda pregunta, ésta aﬁn xd contestada ya gue aungue --

hay muchas causas. comprobadas de: c&ncer,-no se conoce a ciencia --

cierta, los mecanlsmos por los cuales act@an y tampoco ha sido po-
sible postular un mecanlsmo correspondlente para cada agente etlo-
1l6gico conocido Por este motlvo, la patogénia debe de expllcarse

de una manera general tomando en cuenta que muchos factores puekm

desencadenar las'transformac1onesk 86 107).

Las teoria 55 aceptadas para expllcar el mecanismo de la -

transformaclén mallgna son : ayteoria de la alteracién genétzca Y

la teoria de 1a supresxGn de a etroallmentac16n La primera teo-

ria propone que los agentes carc1n6genos act@an modificando patén-
temente el genoma, los cuales producen trastornoes manlfxestos del
cariotipo (aneuploxdias,,hlpop101dias e h;perp101dias), o 1ncluso

trastornos eplgenethos.:Esyqsatrastornos a nxvel»delagencmpjsefvg
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rian aumentados a través de las sucesivas generaciones, a causa de
mutaciones espont@neas, adquiriendo de esta manera las c&lulas ma-
lignas una nueva capacidad de sintesis de proteinas, lo cual alte-
rarfia irreversiblemente su expresidn fenotipica (86). Por el con--
trario, la teoria de la supresibn de la retroalimentacién, supone

que los trastornos genéticos y epigen&ticos de las c&lulas cancero
sas, no les conduce a la adquisicién de una nueva capacidad para>-
la sintesis‘de proteinas, sino mis bien/esﬁa modificacién se refie
re a la pérdidé de la facultad de la célula para la regulacién‘de

sus funciones normaies (95, L07). Ahora bien , en la actualidad no
se ha podido precisir sir;os cambios que conducen a la transforma-
cibn maligna.seborigina en-una sola cé&lula (origen monoclonal), o

si ocurre simulténeamente’én'muchas células adyacentes (origen po-
liclonal) . Sin: embatgo, la mayor parte ‘de las pruebas experlmenta-

les y cllnlcas apoyan més fuertemente a la teoria de un orlgen po-

liclonal del c& : 86) e 7 »
La transforma 16n mallgna de una célula, no 1mp11ca en si el

posterior desarrollo ‘de un tumor canceroso, ya que la célula una -

vez transformada tiene que enfrentarse a 1nfln1dad de factores me—

dio ambientales adversos, que obstacullzaranfenfforma'1mportante'su

proliferacibn, siendo principalmente unofde estos.factores el sis-

tema inmune del organlsmo Los prlmero 1nd1c1os que sugleren el -~

papel preponderante que Juega el s;stema lnmune en 1la defensa del

organismo contra el desarrollo de proceso ngnos, datan de 1959,

cuando se encontrd que. la presen focitos. en cierto tipo -

de tumores es de buequgon ﬁgcﬁente, ya. que estos. -

pueden retardar el desarrollo tumoral primario, o inclusive inhibir
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el desarrollo de posibles metdstasis, mientras que en”lqé ¢asos -
que no hay infiltracién de linfocitos en los tumo:es,ﬂesfdé,m$1 ;_
prondstico (27). '

A partir de estas observacibnesiée,héh’estudiado las caracte-~
risticas inmunoldgicas ~“gue’ presentan las células malignas, desa~
rrollando asi modelos experlmentales tanto in vivo como in wvitro,
de tal suerte que-se. ha descubierto la presencia de neoantigenos -
de membrana cafactéristicos de las cé&lulas tumorales, los cuales -
permiten el récbnocimiento y ataque de éstas por parte de las célg
las inmunocompetentes. Esto ha llevado a la postulacién de'ld'teo-
rfa de la "vigilancia inmunolSgica" (27, 47), la cual: supone que -
siempre se estfn desarrollando c&lulas mallgnas en el organlsmo Yy
gue las c&lulas T estidn patrullando contlnuamente al huésped bus—
cando y destruyendo este tipode células, ‘antes de que se conv;enzm

en tumores clinlcamente detectables. Sln -embargo, en esta teoria -

no se explica como es que el sistema inmune falla y permite d G-
ta manera la prollferaclén de las c&lulas neoplisicas. Por lo que

se han propuesto teorfas como la de los factores bloqueadores del

suero, la cual propone, que estos factores impiden la_Lisis“de las

células transformadas, -ya sea cubriendo los sitios antigénicos, o

formando complejos antigeno—anticuefp&:imﬁidiendo asi'él a£aquEf'f

por parte de las células anunccompetentes, a51 como la teoria’de




14
organismo contra las neoplasias malignas, son las del tipo linfoi-
de, las cuales despliegan una amplia gama de actividades en el ata
que de las c&lulas cancefosas. Asi, los linfocitos B fabrican anti
cuerpos especificos. contra: los neoantigends de las c&lulas malignas
gracias a la estimulacién que reciben por parte de los linfocitos
T, 0 los macrb6fagos. De la misma manera, los linfocitos T pueden -
actuar en procesos de citotoxicidad, sin intermediarios, al igual
que los 1infoci£os asesinos (Kille;,ﬁx), o los asesinos naturales

(Natural Killer, NK)(lls).

b) Sarcomas.

En general se acepta‘

puede dividir en 2 categorias,

sus células de origen, va qge“

carcinomas y si-las délulaé’Sbh” o epiteliales; o mesenquimales se

denominan sarcomas (35,36,74).

El tejido mesenqulmatoso,rque procede del mesodermo emb 1055—
rio, cumple en el cuerpo humano lmportant151mas funclones como; on
entre otras, las de sostén Yy conformac16n de los demés tEJldOS y -
la de proteccibn contra agre51ones del medlo amblente externo : (sxs

tema inmunitario) (36).. ...i-%: ;,L,; = ’3"'?”'

El mesodermo, que esta compuesto de células mesenqu1matosas,

da origen a 2 tipos de tejldos, el epltello y el'tejld' conectlvo,

caracterizado este ﬁltlmo, prlnclpalmente po"células

fibroblastos, c&lulas adlposas, cebadas y macréfagos entre’otras -
(7,35) (Fig. 1). N e

Existe czerta controversxa sobre las rutas de dlferenc ac16n

celular, debxdo a que dlversos autores han propuesto que los cam1-~



FIGURA No. 1l

PROBABLE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS MESENQUIMATOSAS EMBRIONARIAS
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nos de Aiferenciacidn seguidos por los diferentes tipos celulares-
hacia su especializacibn, nc es estrictamente.lineal, sino que == "

existe una potencialidad de transformacién de un tipo celular a~f,‘

otro (36).
La poca claridad en cuanto al conocimiento de las rutas dg‘di

ferenciacifn seguidas por las células de origen mesenquimal, auna

da al comportamiento andrquico gue presentan éstas célglas enjsﬁ'?53
estado maligno, hace por demds diffcil el poder clasificar!a:;o$24
sarcomas en forma precisa (35,71). ahora bien, dentro de la misma
nomeclatura de los sarcomas existen muchos puntos oscuros, por -~
ejemplo, el nombre gue se le da a los tumores benlgnos se compone;
por el tipo histoldgico de las células agregando el sufljo-~oma .

Asimismo, los tumores mallgnos procedentes de células mesenqulma--

les se denomlnan, al Jgual que en los tumores benignos, por e
po histolbgico de las células, pero en este caso agregando'e
jo ~sarcoma . Sln embargo, algunas veces esta regla no es;
da, pues exxsten sarcomas a los que se les da el nombre d
sona que los descr1b15 como en el caso del sarcomub
sarcoma de Ewin’ entre otros, o 1nc1uso al t1po hlstoléglc
agrega el suijo -oma_como- en - elic od
ma £ibroso maligno (35,86)‘

Entre los multiples inte asifi

jo se utilizd la clasxfl

considerarse la més clara
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i

CLASIFICACION DE LOS SARCOMAS SEGUN ROBBINS (86).

TEJIDOS DE ORIGEN

CRECIMIENTO MALIGNO

ios {(compuestos de células
sicas de un solo tipo)

TUMCRES DE CRIGEN MESENQUIMATOSO

52 CONECTIVO

Tejido fibroso

mixomnatose

‘dc adiposo

o
1o

Cartiilago
Hueso

Tejido notocordal ™
23 ENDOTELIAL

Vvasos sanguinaos.

viscs Linfaticosts

Sinovia
Mesotelio

V. sanguineos de médula-dseal(

CELULAS SANGUINEAS -

Células hematopoyética

Tejido .linfoide
Sistema igticulbendot 1i

MUSCULOS -
Misculo lis

Misculo estriad

Fibrosarcoma’

Mixosarcoma
“ Liposarcoma

“‘Condrosarcoma

‘Sarcoma ostedgeno

" coma de Kaposi)

Linfangiosarcoma

‘Mesoteliosarcoma

" ‘Liomiosarcoma

“Rabdomicsarcoma

- SARCOMAS

Cordosarcoma

Angiosarcoma )
Endoteliosarcoma({Sar~

Linfangioendoteliosarcoma

Sinoviosarcoma

Tumor de Ewing(?)
(endoteliosarcoma)

" Leucemia granulocitica

Leucemia monocitica

“Linfomas malignos

Leucemia linfocitica
Plasmocitoma (mieloma)

Linfoma tipo histiocitico
Enfermedad de Hodgkin(?)
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Caracterizacibdn de las Lineas Celulares Malignas Cultivadas
g

in vitro.

Como resultado del perfeccionamiento de las t&cnicas de culti
vo de tejidos, se ha podido llevar a cabo el mantenimiento indefi-
nido in vitro de células malignas procedentes de tumores tanto de
animales como de humanos (lineas celulares) (40) . De esta forma, -
las lineas celulares malignas se han convertido en una excelente -
herramienta para el estudio de la citologila, biologia y terapéuti-
ca del clncer (94,103). Ademis, estas cé&lulas son también importan
tes, porgue sufren procesos de desdiferenciacibn y en muchos de los
casos exhiben caracteristicas morfolbgicas y funcionales semejante
a la de sus preéurédres normales (108).

La primera liﬁea celular obtenida de un tumor maligno, fué'dg
new:nada de Hela, la cual provino de un carcinoma cérvico-uterind,
obtenido en el afio de 1951 (28). Estas células se han conservado -~
hasta la fecha, efectuandose trabajos que han permitido ahondar.en
los procesos de diferenciacifn celular in vitro. Este fué el primg
ro de una serie de trabajos que permiti6 la creacidn de lfineas ma-
ligras provenientes tanto de carcinomas, como de sarcomas f97). De
safortunadamente, el establecimiento'de las. lineas celulares huma-
nas in vitro ha sido algo que pocas veces se ha logrado, por ejem~
plo en el American Type Culture Collection (97), se encuentran des
critas 31 lineas celulares provenientes de tumores malignos, 14 de
carcinomas y 17 de sarcomas. Asimismo, otros articulos especializa
dos (29,32,94), reportan que solo se han establecido 80 lineas ce-
lulares provenientes de tumores malignos( 20 de sarcomas y 60 de -

carcinomas. Dentro de las lineas celularésuobtenidas a partir de: =
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sarcomas humanos, se encuentran las provenientes de sarcomas osteo
génicos {44,49,94), liposarcomas (16,63,65), sarcomas de cé€lulas -
gigantes (1), sarcomas de células sinoviales (75), sarcoma neurogé
nico (103), fibrosarcoma (58, 82), rabdomiosarcoma (15), condrosar
coma (17), leiomiosarcoma (25), sarcoma de Ewin {(20) y sarcoma de
Kapposi (30).

E1l hecho de que existan mayor nlmero de lineas celulares pro-
venientes de carcinomas humanos que de sarcomas, no se debe a una
mayor capacidad de proliferacién in vitro de las c#&lulas epitelia-
les malignas --ya que al igual que las c&lulas epiteliales normales,
éstas tienen poca capacidad para sobrevivir y multiplicarse bajo -
las condiciones de culgivo—Q, sino mAs bien, a que los sarcomas'tQE
nen una menor incidencia en el humano gue los carcinomas, -y pofﬂio
tanto estadisticamente es mis factible la investigacién en eéf&éi-
Gltimos (79). En contraste con el epitelio, los elementqs dei7£éj£
do conectivo tienen una mayor capacidad de adapta¢ién\pafd éibiqn~
gar su proloferacibén in vitro (40). Esto -ha sérvido ba?a que en los
Gltimos anos se realicen esfuerzos ﬁara cultivar céiulas de tumares
mesenquimatosos malignos, con la esperanza de que tales materiales
respondan mejor a las condiciones in vitro (94). Otra de las venta
jas para seleccionar sarcomas, es que las células provenientes de
éstos pueden ser comparadas in vitro con c&lulas mesenquimatosas -
derivadas del tejido normal del mismo paciente.

A pesar de las ventajas que representa el qultivo de sarcomas
para la obtencibn de lineas celulares malignas,ino;en todos los ca
sos se han dado resultados positivosﬁ ya‘qﬁe'gnjmpchas,ocasiones -

se han obtenido fibroblastos normales procedentes del tejido conec
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tivo circundante, o fibroblastos reactivos constituventes del es-=-
troma tumoral (22,57,104). Esto puede ser tal vez debido a que los
fibroblastos normales y reactivos tengan una mayor capacidad de -—
adaptacifn a los factores medio ambientales impuestos en el culti-
vo, que las propias células neoplésicas (29,94) . Para superar esta
problemitica, se han hecho diversos estudios acerca de las condi--
ciones especificas necesarias (29), para que las células cancero--
sas se vean favorecidas en su proliferacifn. Sin embargo, estos in
tentos en su mayoria han resultado negativos, por lo que la crea--
cibén de lineas celulares in vitro provenientes de sarcomas, més_—-
bien es el resultado de un proceso al azar, que de uné'ﬁééﬁiééfde-

finida (94).

Es conocido que las células mallgnas pr' enxentesude sarcomas

desarrollan en cultlvo, formas parecxdas a'las que adoptan 105 fi-

broblastos normales i enldo a nece51dad de imple

nmentar dlverso ﬂcr;teribs; ar aflrmar la mallgnldad de las célu-~

las obtenldas in v1tro son por ejemplo. la morfologia abenmn
te de las estructuras celulares, la pérdida de sociabllldad cehﬂar,

alteraciones en los mecanismos de" prollferac16n, alteracxones en -

la bioquimica celular, presen01a'de neoantigenos de membrana Y mbr
malidades cariotipicas- (13 29,94,103, 107 '
Los parémetros morfoléglcos que se toman en‘cuenta, para lal—
caracterizacibn de celulas mallgnas cultxvadas in vitro,:son en --
esencia los mismos que se consideran en los,estudlos hxstopatongi
cos practicados en las biopsias de los tuméresfcancérosos;(31,114).
Asimismo, las caracteristicas ‘gen&ticas que presentan'ias células

malignas tanto in vitro como in vivo son, como se dijo anteriormen
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te, anecuploidias, hiperploidilas, e hipoploidiaé . Sin embargo, se
ha visto que en fibroblastos normales,’el,éulti§6 prolongado in --
vitro puede provocar en estas células, transformaciones que conlle
van la mayoria de las veces a aberraciones cromosSmicas similares

a las presentadas por las células malignas (65). Por lo que se ha

propuesto realizar los estudios cromosdmicos de las c&lulas cance-
rosas cultivadas in vitro durante los primeros subcultivos, para -
evitar alteraciones gen&ticas provocadas por el mantenimiento de -
&stas en condiciones artificiales, y poder obtener asi, cariotipos
que sean equivalentes a los del tumor @e origen; Por-otra parte, -
se han desarrollado investigaciones en busca de marcadores crohoso-
males que permitan desde un punto de v15ta genétxco, el reconoci--

miento de una célula maligna COmo provenlente de un determlnado ti

po de neopla31a. Esto se pens6 en base a(xm‘km aberraciones cromo-

sbmicas que conllevan lgunas transformac1ones malignas se dan de

acuerdo a un patr67 de;ermlnado, dependlendo del factor etloléglco
desencadenante ,Desafbrtﬁﬁadamente, en la actualidad s6lo ha- 'sido
posible ‘el descubrunlento de 2 marcadores cromosomales-'und para -

la leucemla m1elocxt1ca crénica, en la cual‘se encontr6 una trans—

locacibn entre los.cromosomas 9'y'22f: ; .para”el llnmea de -—
Burkit, en el que’ se presents una banda terminal ad1c1onal en el -
cromosoma 14 (52, 86, 95).- :

La sociabilidéd celular se refiefé S las interacciones y'ei‘—
control que ejerééh la cé&lulas entfe Si para regular su prollfera
cifn y mantener un patrén de crecimiento definido (2). Esta carac-

tristica se ve claramente al cultivar in vitro células flbroblésti

cas normales, las cuales presentan inhibicién por contacto, éStO -;
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es, dejan de proliferar al llegar a la confluencia celular, ade-u
mis de conservar una determinada orientaéién en su proliferaéién.
Por el contrario, las células malignas presentan una orientacién

an8rguica, ademis de ﬁna proliferacifn en multicapa, perdiendo to
talmente de esta manera el mecanismo de inhibicién por contacto -
(2, 43, 107). Las alteraciones en los mecanismos de proliferacién
que presentan las c&lulas malignas, les permiten reproducirse .in-
definidamente y multiplicarse bajo condiciones adversas. Esto im-
plica que las c&lulas neoplisicas no estfn sujetas a mecanismos -
requladores del organismo, lo cual les ‘confiere la capacidad de me-
tastasis (69) . En base a estas modificécidheé dé las caracteristi
cas de proliferacibn en las Célﬁlés cancerasas, se han estableci-
do criterios para corroborar el origen maligno de las células cul
tivadas in viﬁro,'coﬁo son; formacifn de colonias en medio semis§
lido, formacién de tumores-en ratones inmunodeprimidos, eficien==
cia de clonacién en medios 114hidqs, capacidad para multiplicarse
a bajas concentraciones de suero y proliferacibn con alta densi--
dad de saturac16n (26, 44,  5, '85 98) . : .

Aunado a las alteraciones en’ los mecanlsmos de:prol;feracx&n

que exhiben las células‘malignas, se presentan camblos bloquimx—-

cos destlnados a favorecer 1a prollferac16n celular en las dlf9-~

rentes cond101ones en»las que se puedan encontrar las celulas, es
tos cambios bloquim1cos son pr1nc1palmente la alta produccxdn de

enzimas proteolitlcas destinadas a destrulr el estroma cxrcundan-

te f(actividad flbrlnolitlca) (13, 44, 77), aumento‘en la produc—-

¢ibn de enzimas;gluccliticasf(pirGVatou na lactato deshldroge
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nasa, aldolasa, etc.), que les permiten la 6btencién de energia en
un medioc anaerSbico (Slrk9${;ytglteracioﬁeértanto en la secrecibn
como en el tipo de ddlégéﬁa'}ébéiﬁiéﬁéhﬁe'destinada a la forma-~-
cién de un estroma que le‘sirva‘dé séporte) (5, 6). Asimismo, ---
existen alteracioneskbioquimicas en las células cancerosas, de --
las cuales no se ha podido determinar su verdadera funcibén en el

desarrollo maligno, como son la sintesis de las isoenzimas placen
tal y fetal intestinal de la fosfatasa alcalina (8, 92, 95, 100,

101), y la alta produccién de fosfatasa &dcida (95). Dentro dé;las
caracteristicas bioquimicas anteriormente descritas, lé prbﬁﬁb?;—

cibn de las isoenzimas de la fosfatasa alcallna se ha convertldo

en uno de los prlnc1pales marcadores de 1as celulas mallgnas cul-

tivadas in vitro, ya que en el desarrollo normal del organxsmo -

las lsoenzxmas ienen una. dlstrlbuc16n muy restrlnglda ‘en los te-
jidos, sin embargo, se ha encontrado que. una gran cantldad de tu-
mores mallgnos;las sintetizan ect6picamente, a;pesar de que~los,s

tumores provienen de tejido gue normalmente no produce cantidades

significativas de estas isoenzimas (100). ‘
El cultivo in vitro de células mallgnas permltlé dlluc1dar -
algunas de sus caracteristlcas 1nmunoléglcas. Asi se descubr16 ==
que estas c&lulas presentan neoantigenos caracteristlcos compatl—
bles con los antigenos fetales, tales como el Si, 32’ a-fetoprote
ina entre otros (66, 67, 84, 95). Una vez demostrado que las célu
las malignas poseian hgbantigenos, se pensS en la posibilidad de
que el sistema inmunitario pudiera reconocer a las c&lulas cance-
rosas. En base a eéta ideé,fsé 1levafon a cabo experimentos en --

los cuales ‘se tratd.-de determinat 1a capacidad de las células in-
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munocompetentes autl8logas {(del mismo paciente) para reconocer y -
destruir a las c&lulas malignas. Estos expermientos, demostraron

que efectivamente el sistema inmunitario tiene la capacidad de --
atacar y lisar a las c&lulas tumorales a través de mecanismos tan
to humorales como celulares (27, 47, 48, 70, 88, 102). El mecanis
mo humoral para la destruccidn de las c&lulas cancerosas, se lle-
va a cabo por medio de la secrecibén de anticuerpos especificos, -
por parte de los linfocitos B, que al enlazarse con los neoahtigg
nos de las células malignas permiten la lisis de &stas por parte

del sistema del complemento. Por otro lado, el mecanismo celular

o citotbxico paré la destruccifn de las c&lulas tumorales, se pue
de llevar a cabbrde 4 diferentes maneras, &stas son: a) ataque -~
por parte de los linfocitos T capaces de reconocer los neocantige-
nos de membrana; b} citotoxicidad anticuerpo dependiente por par-
te de precursores de linfocitos B, con receptores Fc pero sin in-
munoglobulinas en su superficie; ¢} destruccibédn por medio de lés

asesinos naturales (NK), en base a . un patrdn 1ndlscr1m1nat1vo y -(
desconocido; Y d) 1151s por parte de los macréfagos, los cuales -

se encuentran armados en su superf1c1e con antlcuerpos especifl-—

cos (27, 105,. 106)

Adem8s de los'expétimentos realizados con células inmunoccom-
petentes autélogéé,'se han desarrollado experimentos enfocados a
determinar si las c&lulas inmunol&gicas de tipo alogénicor(de ——
otra persona), tanto de pac1entes con diferentes clases de. tumo——
res, como de personas sanas, son capaces de desarrollar algﬁn tl-

po de respuesta hacia las células cangerqsas;(48 102 105 }QSLﬁ_
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Oitservindose que s8lo en los casos en los cuales se cocultivaron
c8lulas malignas con linfocitos provenientes de pacientes con el
mismo tipo de cdncer, hubo reaccién citotSxica. Esto llevd a 13‘-
conclusidn de que existen neoantigenos caracteristicos‘aSOCiados
a determinados tipos tumorales, 7

El descubrimiento de los necantigenos asociados a las célu--—
las malignas y el reconocimiento de los mecanismos por medio de -
los cuales las cé@lulas inmunocompetentes detectan y destruyen a -
estas células, adem8s de haber dado un gran impulso al desarrollo
de la inmunoterapia en los pacientes, sirvi& como una importante
herramienta para la caracterizacifn de las células malignas culti
vadas in vitro (84). Sin embargo, en la actualidad este método de

caracterizacidn ha venido a ser menos confiable, puesto- que se: ha

demostrado que tanto los fibroblastos normales como las celulas~— 
cancerosas in vitro, pueden incorporar antigenos, ya sea‘de mem—?
brana o citoplasmticos, a partir del medio de cultivo (87, Qé).
Por lo tanto, los neoantigenos presentados por las células‘canée-
rosas cultivadas in vitro pueden deberse mis bien a las condicio-
nes de cultivo gue a una caracteristica de malignidad. k
Por filtimo cabe aclarar, que la identificacién de las célq;—
las malignas provenientes de sarcomas humanos cultivados in vitro,
no sblo se basa en las caracteristicas propias de transformacién
que &stas pueden exhibir, sino tambi&n en muchos de los casos en
caracterIisticas especificas de las c&lulas normales de las cuales
se originaron (42, 49, 63), como serian entre otras la acumula~---

cibén de lipidos por parte de las células de liposarcoma, la fabri
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cacidn de natrlzésea en'celulas de osteos'

receptores Fc‘y C3b en células proven

cos. : v :
Actualmente dentro del tratamlento del c&ncer, prxnclpalmen—
te en sarcomas humnrs, existe una terapla def1c1ente. Esto es de~
bido principalmente, al poco conocimiento del comportamiento de -
este tipo de c&lulas neopldsicas. Por esta razbn y en base a que
es posible el mantenimiento in vitro de c&lulas procedentes de tu
mores malignos humanos, en este trabajo nos propusimos establecer
lfneas celulares procedentes de sarcomas y determinar sus cara§tg
risticas morfoldgicas, bioguimicas e inmunol&gicas, qué nos pérmi
tan de esta manera, contribuir tanto al mejor entendimiento de -
las alteraC1ones que conllevan las transformac1ones malignas, co-

mo en un futuro a la elabora016n de protocolos estudiados in vi--

tro, enfocados,a,un“tratam;entb.is eflc;ente de los pacxentes --

con este tipo'de:neoplasias
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METODOYLOGIA

A) éépérteiéiiniéo de los Diferentes Pacientéé¥b

Cés&ti;kOstéosarcoma.-

Biopsia de un osteosarcoma de tibiéyizéuigfa%}fsin:Qéparte -
clinico. La biopsia fu& procesada 24 hrs‘dgép@ésfdéisﬁ"gxéfaccién.

Caso 2: Osteosarcoma.- ‘ - : g

Biopsia tomada de una amputaéiﬁn‘dé extfemidad inferior dere-
cha de una mujer de 58 aﬁdsffébﬁ'aiégndstiéo‘de sarcoma osteogéni-
co de fémur predomlnantemente flbrobléstlco con ‘dreas condroblés-
ticas de reglén medlaflslarla, ‘que “infiltra tejldos blandos La -~
muestra fue procesada a las 24 ‘hrs de su extraccién. ;

Caso 3: OSteosarcoma.- - ,,‘, e |

Biopsia tomada de’ una amputac16n de extremldad 1nferlor iz~

quierda, de un hombre de 22 anos, con dlagnéstlco de sarcoma osteo

génico medular de fémur de tl steobl&ét;co, con extens;én a.par

tes blandas adyacentes. Laimuestra\fue procesada a las 24 hrs de -

su extraccibn.

Caso 4: Llposarcoma. g -;H L ‘:7~7"W;;‘!ifwz

con dzagnéstxco de llposarcoma bien dlferen01ado La muestra fué -

procesada a- 1 s,24 hrs de su extracc;én.

Caso’ 5-'L1posarcoma.
Blop51a tomada de un tumor locallzado ‘en’ el flanco derecho de
un 41mbre de 41 anos, con dlagnﬁstlco de lxposarcoma blen diferen-

ciado tlpo m1x01de con 1nflltrac15n a mﬁsculo ‘La muestra fué pro—
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cesada a las 24 hrs de su extraccibn.
Caso 6: Liéosarqoma,—
Biopsia tomada de maslo derecho ‘a una mujer de 16 aﬁos coﬁ«-
diagnbstico de liéosaréoma bien diferenciado tipo mixoide reéidi—
vo. La muestra fué procesada a las 24 hrs de su extraccibn.

Caso 7: Condrosarcoma.-

Biopsia tomada de retroperitoneo, a un hombre de 34’aﬁqs'

con diagn8stico de condrosarcoma mesenquimal. La muestra fué>pro
cesada a las 24 hrs de su extraccién.
Caso 8: Leiomiosarcoma.-

Biopsia tomada de retroperltoneo, a una muJer de 78 anos,

con dlagn68t1C0 de leiomiosarcoma moderadamente dlferenclado recxu
divo. La muestra fué procesada a las 20 hrs de su extracc16n.
Caso 9: Schwannoma.e‘: , k v e
Biopsia ‘de un Schwannoma mallgno, sin reporte cllnlco “La
biopsia fué procesada 24 hrs después de su'ex _  

Caso 10: HlStIOCLtOma.H

ldad»superior iz--

Bicpsia tomada;de‘unagamﬁﬁﬁ”c

quierda de 1la regidﬁ‘égéap' na mujer de 17 anos

con diagnésticokﬂe;hisfiqcltoma, no. »arledad pleomér-?

fica de tejidos’bla dbs th lnflltra p el,'téjldos blandos del ==
hombro y tercio superlor de: brazo y cabeza humeral La muestra‘——4.

fué procesada a las 24. hrs de su extraccibn.

Caso 11: Linfoma linfobl&stico.-
Biopsia tomadé de un ganglio inguinal derecho,'§e~uﬁ,ﬁomb;
de 20 afios, con diagn6stico de linfoma linfoblistico:

fué procesada a las 3 hrs de su extraccién.
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Caso 12: Ganglic tuberculoso.-

Biopsia tomada de un ganglio cervical hiperpléslco
mujer ‘de 19 afios, con diagndstico de tubercuIOSLS:
procesada a las 24 hrs de su extraccibn,

- Fibroblastos normales.-

Esta linea celular (vC-2), establédi&a*a Hartlr de una b10p~ 

sia de prepucio de un nifio de 2 meses de edad la cual fué gent11~
mente donada por el Instltuto de Investzgac1ones Blomédlcas, eni-

el tercer subcultlvo después de su obtenc16n.

B) Condiciones de Cdlti@d.fﬁ'

El medio de cultlvo que fué utlllzado es conoéldo como” Medlo
Minimo Esencial de Eagle 0 Medio de Eagle (ME) (Gibco Laboratorz—
es, U.S.AG);, suplementado con 20% de suero fetal de bovino (SFB)
(Gibco Laboratorlgs, U.b.A.), previamente desactivado a 5§°Cfen -
bafio de agua durahﬁe;30'min. Asimismo, a este medio sé ié adicio—
naron 100 U/ml de pen1c111na G - (Laboratorios Lake51de, Méxlco), -
100 ug/ml de estreptom1c1na (Laboratorlos Lake51de, Méxlcol y 3.7
g/1 de bxcarbonato de SOle antes de ser utlllzado (apéndlce I1)

(21).

Para dar:las ejpregjcondicionesval‘éultiVO,‘fué utilizada -

una incubadbr‘ :bidki&o de‘carbono, la cual tenia una temperatu
ra constante de 37 C con humedad a. saturac;én y una atm&sfera de

10% de bz&xldo de’ carbono en aire (4).

Todos los CulthOS fueron incubados en cajas petrl de cultx-A

vo (Lux Sc1ent1f1c Corporatlon, U.Ss. A 1" de: 60 x 15 mm, cog;gp;enf

do cada una. de- ellas 5 ml de medlo de cultlvo (72,(‘_ ldéf;gu
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C) Obtencibn de Células.

Las biopsias obtenicas fueron colocadas en cajas petri de --
cultivo, en donde se lavaron 3 veces por inmersifn en solucibn sa
lina amortiguadora de fosfatos (PBS, del inglés phosphate buffer-
ed saline), a un pH de 7.2 (ap&ndice III). Posteriomente, el teji
do fué cortado con tijeras en pequefios trozos de aproximadamente
1 mm3, los cuales fueron tratados y sembrados por diferentes métg
dos dependiendo de la consistencia de la biopsia que se trabaja--
ba.

- Mé&todo . de Emparedado.— Si el tEJldO presentaba consisten--

cia fxbrosa, se colocaban de 4 a5 trozos de éste en la superfi--
cie de la caja Qe cultlvo, lqsrcuales se mantenian fijos en el --
sustrato de cﬁitivdfmedianfe ld presibn éjercida por un portaobje
tos {(a manera de emparedado), el cual fué préviamente tratado con
dcido nitrico al 50% durante 1 hr. Posteriormente, se les agrega-
ron 5 ml de medio de cultivo (59).

- Método de Adherencia por Contacto.- Bste método fué utlll-

zado para cualquier tipo de biopsia, colocandose de 5 a7 trozos
de ésta en la caja. de cultivo dejandose secar ‘al aire durante~l5
min (&sto se hizo con el fin de que el tejldo se adhiriera ‘al sus
trato de cultivo), despuds de 1o cual se le agregaron 5 ml de mee'
dio de cultivo, en‘forma cuidadoﬁa para evitar &1 desp;endimiento

de los trozos (22).

~ Mé@todo de Disgregacibn Mecinica.- Si la b10p51a era de con

sistencia poco fibrosa o de origen gangllonar, se col caba

a 4 trozos de tejido en una malla de acero lnaxidable de’ 0 25 mm,
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y con el fin de separar las cé&lulas no adheridas al estroma, se ma .
ceraron con ayuda de un pistilo de vidrio. Posteriormehte, las cé&-
lulas libres se obtuvieron en forma de lavado, al haver pasar por
la malla 5 ml de medio de cultivo, el cual fu& colectado en una ca
ja petri de cultivo. Asimismo, los residuos de tejido que no atra-
vesaron la malla fueron sembrados.por el m&todo de adherencia por
contacto (22).

- Método de Disgregacibn Secuencial Enzimdtica.- Si la biopsia

era de consistencia fibrosa, se colocaban de 5 a 7 trozos de teji-
do en un matraz Erlepmeyer y se incubaron durante 15 min en 5 ml -
de una solucién de Verseno, para retirar el mayor nfimero de cargas,
a un pH de 7.7, suplementado con 0.1% de glucosa (apéndice 1IV), a
37°C v una agitacidn continua., Posteriormente, una vez desechado -
el sobrenadante, se procedif a una digestiSn de la coldgena median
te una solucibén que contenia colagenasa (tipo IV, Sigma Chemical -
Co., U.S.A.) al. 0.125% en PBS sin calcio y sin magnesio, suplemen-
tado con 0.1% de glucosa. Esta digestibn se efectuo a 37°C durante
60 min con agitacidn continua. Al t&rmino de este tiempo, las c&lu
las en suspensibn obtenidas de la disgregacibn del tejido, fueron
lavadas 3 veces con PBS, mediante centrifugacidén a 500g durante 5
min cada vez, y colocadas en cajas petri para su cultivo. por Glti
mo, el tejido restante fué incubado con una solucién de tripsina -
(sigma Chemical Co., U.S.A.) al 0.25% en Verseno con glucosa 0.1%,
duante 30 min . a 37°C en agitacifn continua. Se obtuvo de esta mane
ra una disgregacién qompleté del tejido, siendo las células asi ob
tenidas lavadas 3‘veces,c6n PBS para-su posterior cultivo in vitro

(80,93} .
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Una vez por semana, despu€s de iniciados los cultivos obteni-
dos, por cualquiera de los 4 métodos antes descritos, se cambiaban
2 ml de medio de cultivo, con el fin de renovar nutrientes y ewitar
acumulacidn de toxinas. Asimismo, los cultivos fueron revisados ru
tinariamente cada 3 dias en un microscopio invertido, con la fina-
lidad de observar el crecimiento celular y detectar alguna contami

nacidn (29,71).

D) Determinacibn Morfolbgica de las CElulas.

La evaluacibn morfolbgica de las células, fud realizaaa{enyﬁg

dos los casos, por medio de la tincibén de May—Greenw;ld%@?&ﬂﬁ?}fﬁg
mo a continuacibn se describe: se desech6 el medio dé‘ﬁﬁifi&éﬁ&e -
las cajas petri y se lavaron las c&lulas. 3 vecés ¢oh PBS. A‘éonti-
nuacién fueron fijadas con una soluci6n éatuké&é de May Gréenwald

(Harleco Div. de ASH/Méx1co), en alcohol metillco puro durante 2 =-
min. Al término: de este tlempo, las células adheridas a la caja de
cultivo fueron lavadas con agua destilada, agregindoseles posterior
mente una solucidn de Giemsa (Sigma de México), al 10% en agua bi-
destilada durante l0 min. Las c&lulas asi tefiidas fueron observadas
al microscopio -con la finalidad de determinar sus caracteristiqas

morfoldgicas, aéifébhoﬁias dimensiones celulares y ﬁucleares, ne--
diante el uso de un micrdmetro {American Optical, U.S. A')(do 91,95
111). Las dlmenSLOnes celulares medidas fueron el largo, consideran
dose &ste como la linea’ Lmaglnarla gue conecta los extremos mas --
alejados de la célula entre si y el ancho, como la linea imaginaria
perpendicular al. largo que conecta los extremos m8s alejados de la

célula entre si En el nﬁcleo ‘se’ midié ﬁnlcamente su difmetro.
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E) Subcultivos Celulares,

Tan pronto como las c&lulas obtenidas de ;éé,ﬁﬂﬁé?;§¥§fdcésa_
dos saturaron la superficie de cultivo,: se proCédié’é?sﬁbpultiva:_
las. Posteriormente, cada wvez que la superficie de’cuitiéo se satu
raba las células eran nuevamente subcultivadas. Debido al diferen-
te grado de proliferacidn de cada tipo celular, los tiempos necesa
rios para efectuar los subcultivoes, variaba de 4 a 15 dias. Para -
ello, el medio de cultiveo fué desechado de la caja de cultivo y se
agregaron 5 ml de Verseno en forma de lavado, para quitar residuos
de proteiﬂas,'desechos celulares y cargas divalentes. Posteriormen
te, elfVersenorfué desechado.y se adicionaron 2 ml de una solucidn
de tripsiﬂa'al 0.025% en Verseno a un pH de 7.7, 1lev5ndose,a incu
bacién durante 5 min a 37°C. Después de la incubacién,‘la“solucién
de tripsina conteniendo las células en suspensién fué centrifugada
a 500g durante 5 min. La solucidn de tripsina fué desechada despiés
de la centrifugacidn y 1as:§§lal§$ fﬁeron resuspendidas en una pe-
guefia cantidad’'de ﬁedib‘dé‘éﬁiéivé} égfegando la cantidad de medio

necesaria ﬁara conpletar 5 hlrﬁ.sé procedi6 a incubarlas (54).

F}l Criopreservacibn de las Lineas Celulares.

Cultivos en fése exponencial fueron tripsinizados, y la; célu
las asi obtenidas fueron resuspendidas en una solucibn coméﬁeSta -
por 80% de ME suplementado con 10% de SFB y 10% de dimetii éulféxi
do. Inmediatamente despuds, se repartieron alicuotas de 1 nl de la
suspensibn celular (con la cantidad de c&lulas equivalentes'a un -
plato de cultive), en ampolletas de 2 ml (Cooke Laboratory Products,

U.S.A.). Las ampolletas fueron colocadas directamente en congela--
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cibn a -70°C durante toda la noche. Al dia siguiente,.las ampolle-

tas fueron trasladadas a nitr6geno liéu;do,,a'unékﬁéﬁpyra£§}a 
-190°C. : o

para determinar si las células fueron congeladé; éhffétﬁa‘éo-
rrecta y estéril, se sacb una ampolleta del niﬁrégeno liquido, la
cual fué rapidamente puesta en un bafio dé agua a 37°C hasta que la
muestra estuvo completamente liguida. Posteriormente, la ampolleta
se centrifugd a 500g durante 5 min, el sobrenadante se‘deseché y -

el botén celular fué& resuspendido en medio de cultivo. Finalmente,

la suspensibén fué distribuida en 2 cajas de cultivo, agregéndose -

la cantidad de medio necesarlo para5completar 5 ml antesrde

der a su 1ncubac16n (4 40)

G) CinéticafdefProllferac16n‘Celular;

Para determlnarfla curv de’ prollferac15n celular, fueron sem

bradas 14 cajas de cultlvo 35 x 15 mm (Costar, U.K. ), ccn cé:ul s

provenlentes de cultlvos crecxendo en fase exponencxal a una den-

.4

sidad de 2.5 x 107 células por ca:a .La evaluac16n del’ nﬁmero%tdzl'
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tuida por 40% de agar (Bacto-agar, Difco Laboratories, U.S.A.) al

1.25% en agua destilada, 40% de medio doble ME y 20% de SFB, se:de
j6 reposar 1 hr para que el agar gelificara formando la llamadab-—
primera capa. Posteriormente, se constituy6 una segunda capa, agre
gando 3 ml de una solucibn tambi&n a 44°C, teniendo 2 partes del -
medio semisdlido anteriormente descrito y ya sea una parte de ME o
medio condicionado por las mismas cé&lulas a ser sembradas, conte--
niendo de 8,000 a 10,000 células (previamente tripsinizadas). Los

platos asi sembrados se dejan reposar durante otfos 20 min para éue

gelifique la segunda capa de agar. Se incubaron y se rev15aron dla

riamente los cultivos durante 15 dias para observar la posxbl"

nacibn de colonias (56,77,83}.

I) Tinciones Histogquimicas.

Antes de proceder a eféctuaf éu5i§uiéfé'dezlés:téénicés de tin
ciones histoquimicas descrltas a cont1nuac15n y con 1a finalidad de
eliminar residuos celulares asi como posxbles interferencias del -
medio de cultivo con las dlferentes tinciones, se deschS el medio
de cultivo y se lava:oﬁ”;éé;éé}u}§§ QQhéientesi3 veces con. PBS:ii

~ Lipidos.- La; célﬁias"se secafon Al aire, se~rehidra£ar6h:~’

con unas cuantas gotas de agua destllada y se les agregé etllengll

col puro (Reasol, Méx;co) durante lo mx Posterlormente, se agre-

g6 una solucibn de 011 Red 0 (51gma Chemlcal Co., U S AL ) al 0 5%

garon las células con agua destllada en”2'camblos def30 segfpada‘r:l'
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uno y se tifieron con hematoxlllna de Harrls (Slgma de Mexxco) COn

esta técnica se observan los dep&sxtos de lipldos de color rogo

(35).

- Fosfatasa Alcalina.- Las c&lulas se'fijardn en acetqha;pufa

por 2 min a 4°C, se enjuagaron con agua destilada y se secaron al’

aire. En seguida, se incubaron durante 10 min a temperatur%5ambié§
te con una solucidn conteniendo Naftol AS-MX (apéndiceyv);ME§mo sus
trato especifico de la enzima a tefiir. Pasado este tiempo, ias cé~
lulas se enjuagaron con agua destilada y se tifieron éon hematoxili
na de Harris por unos segundos, se enjuagargn con agua destilada a
38°C para virarry se secaron»él aire. SG-ostiéne mediate esta téc-
nica, precipitééiénes’de'color rojo'en'io§ si£ios de actividad‘én-.
zimdtica (34). Con esta txnclén se reallzaron improntas de médula

bsea de ratbén como posxtlvo. ' .

-~ Fosfatasa Acida.- En esta tlnc16n fué necesario que las mnes

tras se trataran por dupllcado pues se mldié fosfatasa 5c1da nor=
mal y fosfatasa éclda tartrato resxstente Las células se fljaron
durante 30 seg en:. una soluc16n de c1trato—acetona (apéndlce vi}; .
ya fijadas las muestras, se en]uagaron con: agua destllada y . se se-

caron al axre, conservsndolas en estas condiciones hasta por una -

semana. Posterxqrmente, las c&lulas se incubaron a 37°C en la oscu
ridad durantéfl hi coh una . solucién gue contenia Naftol‘AS—BI>5ci-
do fosfbrico (apéndlce VI) como sustrato especiflco. Despues de &s
to, las c8lulas se enjuagaron con agua destllada ' se tzneron con

hematoxilina &cida de Mayer (sigma Chemical Co., U S A por 5 mln.
Se obtiene medlante esta t&cnica, que en los sxuos de acthldad enzi

mética aparezcan depésxtos en forma de grénulos de color marr&n, -
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tanto en el caso de qufatasa~5cida normal como en el caso de fos-
fatasa &cida-tartrato résiéténte. Para esta técnica se emplearon ~ .
como blancos positivos frotis sanguineos de personas normales. -

- pPeroxidasa.~ Las c&lulas se fijaron en una solucién, con§t£
tuida por 5 ml de formaldehido al 37% y 45 ml de etanol al 95%, por
30 seg a temperatura ambiente, se enjuagaron en agua corrienté du-
rante 2 min y se secaron al aire en la oscuridad por 10 min. Poste
riormente, se incubaron a 37°C durante 30 min en la oscuridad con
una solueidn conteniendo p»fenileﬁidiamina (apéndice VII), como sus
trato necesario para que la enzima réaéciéhara. En seguida, sereh~-
jumyaron con agua corrlente durnate 30 seg, éé secaron al airevy se

tiferon con hematoxilina ac1da de Mayer Esta técnica muestra la ac

tividad enzimitica.como grs'u”os cafes © negros. Anélogamente para

esta técnica se emplearpn ~omo b;ancos posmtlvos frotis sanguin_

de personas normalgé'u

J) Determ;nac16n de Producclén,de Colﬁgena.;i“

Con la finalidad de obtener’ (‘ﬁmero de células, en es—

ultlvo ‘con: cultlvos .sa’

ta técnica se utilizaron de 67a 8 dajas’de;

turantes. Para obtener wun medlo de cultxvo sin proteinas sérlcas,

se les extrajo el medio nutrltlvo, se. 1avaron 3 veces con PBS y s

incubaron durante 3 dias en presencxa exclusiva de ME. Al térmlno
de este periodo de incubacifn, el medio se colectd en.un tubo -de
ensaye y las c€lulas se supendieron en otro tubo (con la'gyu a:

un gendarme) en 2 ml de agua destilada (4).

La técnica de determinacibn de coligena esta basa&a‘en laféé£ ,
tidad de hidroxiprolina de las muestras, y se’ llev6 a cabo c :

m&todo que registra concentraciones de menos del 2% de hldrox1pro~
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lir . ¢oo respezco a enminoiecidos totales.

En ampoiletés de vidriokde 1 mi, se introdujeron culdadosamen
te, 2.5¢ m1 de la mueztra problema (ya sea la suspensidn celular o
el ME cordicionado) y 0.5 ml de Scido clorhidricc 12N. Estas ampo-
lletas fueron cerradas al vacio en la flama, sin dejar burbujas en
el interior de ella, para despu&s colocarlas en un bafio de Nujol a
130°C durante 12 hrs. Posteriormente, las ampolletas se abrieron -~
v las muestras ya hidrolizadas se colocaraon en tubos de ensaye en
donde se neutralizaron con una solucién de hidréxido de‘sodio 2.5N,
usando como indicador rojo fenol (Sigma de M&xico). Después las -~
muestras fueron diluidas con una cantidad suficiente de agua desti
lada, para que la concentracifn final de sal producida en la neutrali-~
zacidn no excediera de 0.4M.

Para la cuantificacidn se-utilizé como referencia hidroXipfdf

llna(\ukox”~L—prollna, crystalllne, Slgma Chemlcal Co., U S
concentraciones conocidas, .para- una cu*va patrdn que lba de‘
ug por cada 2 ml, siendo &ste el mlsmo.volumen:empleado parailas -
nuestras problema. : i S 2

Teniendo ya todos los tubcs,de la curva,‘y las muestras prepa
radas, se adicion8 1 ml de cloramlna T (apéndlce VIII),_agltﬁndose
‘igorosamente y después degénGOSe reposar por 20 min a temperatura
~abiente. pasado este tlempo, se agregd 1 ml de ‘8cido perclérico -
©.15M, mezclandose y'dejéndose reposar 5 min é temperatura ambien-
<. Finalmente, se coloch 1 ml de p—dimetil@minobénzaldehido {apén
i.ce VIII), mezclando vigorosamente hasta Que se obtuvo una solu--
z1%n homog&nea e inmediatamente después los tubos fueron coiocados

2n una bafic de agua a 60°C durante 20 min.
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Después de esta incubacibr, s procedié a adicvionarles 10 -ml
de benceno y se agitaron vigorosamente durante 5 seg, repitiéndo-~
se esta operacibn una vez mis. Inmediatamente despuds, se introdu
jo cuidadosamente una pipeta hasta la capa de agua, se tomarcn -=-
3.5 ml los cuales fueron colocados en una celda y se leyd a 557 -
nm (Pye Unicam, SP-8-100 ultraviolet spectrophotometer). Poste---
riormente, se agregd a cada tubo 6.2 ml de perdxido de hidrbgeno
21 30% en agua bidestilada, se mezcld suavemente y se dejd repo--
sar durante durante 5 min, despu&s de lo cual se leyeron nuevamen
te a 557 nm. Se prepard un blanco con agua destilada, el cual fué
lefdo 5 min después de la adici6£ del perBxido. Este valor blanco

se restd al obtenido en la\curva,éétahda:_p;;é‘cadq tubo (0 hasta

5 ug) (112).

en donde A = spués,de~iafé3tfaééiéh -

con benceno, B estr despues del’ ‘perbxido,

C = absorvanc1a del lanco de agua con perdxldo y 0 12 = factor -

empirico.

Los valoréé‘obﬁeniaos de hidroxiprolina por medio dekesté -
técnica fueron transformados a cantidad de coligena, tomando eﬁ‘—
cuenta que la hidroxiprolina constituye el 20% de la moléctlé de -
coldgena {51, 62). Por_ﬁltimo, el cilculo de lakproduccién—délcp-

ligena se llevd a cabo de acuerdo a la siguiente f6rmula:7“
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{Cantidad de col&gena total (medioc de cUltivb'+'¢élu;és)/_ék

tal de células cultivadas’'/3 dias’

K) Determinacibén de Lisozima. ™

En la determinacidn de la secrécién'defiiﬁézima;por'pafﬁeﬁdé
las células, se utilizd el mismo ME'condiéiohado,‘recoiectado pa-
ra la medicibén de colégena. Para ello, se colocé 0.025 ml de este
medio en 1 ml de suspensién de paredes bacterianas de Micrococcus
lvsodeikticus (Sigma <Chemical Co., U.S.A.) (apé&ndice IX) que fué
previamente incubado a 34‘C en las celdas del espectrofotSmetro --

(Pve Unicam, SP-8-100 ultraviolet spectrophotometer). El decremeé

tc en la turbidez fué analizado de acuerdo a la absorvanc1a de S

640 nm,

realizandose las lecturas en el: prlmer mlnuto d 11;15.

membranas celulares, se htilizé la té&cnica deffoiﬁééié *de_rb
tas (11). Se emplearon cultives resembrados 72 hrs pteVLaT ‘ 
perimento, se lavaron las cé&lulas adheridas 3 veces con PBS"Sl
3ea con eritrocitos de carnero (EC) activados con IgG antx EC‘
(apéndice X), para la medicién de receptores para Fc, o ‘con 0 5
=1 de uC activados con IgG anti EC mis complementq humano Jgpénﬁ

:e X), para la medicibn de receptores para C3b. Posteriormente,
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se lncubaron las. células durante 2 hrs con 4.5 ml de PBS y duran9

te 24y 48 hrs con 4, 5 ml de ME. AL térmlno de la 1ncuba016n, los~

cultivos se lavaron 3 veces .con PBS, se txneron con May Greenwald

-~ Giemsa v se observaron al mlCIOSCOplO (42)

M) Fagocitosis.

Para evaluar la posible capa01dad'fagocit1ca de las células,

se tomaron subcultivos con 72'hrs5de» ncubac16n, los cuales se la

varon 3 veces con PBS 'y se‘incqbafqn:ya sea durante 2, 24 y 48 -—-
hrs con 5 ml de ME né&s 0.2 ml‘ae\Pés conteniendo esferas de ldtex
de 0.5 p de difmetro (SigmaUChehicdl Co., U.S.A.). Al término de
los diferentes petiodos de incubacién, los cultivos fueron lava--
dos 3 veces con PBS 'y tefiidos con May Greenwald - Giemsa. Por (1~
timo, las preparaéiones fueron revisadas al microscopio, con'él -

fin Ze observar si las c&lulas presentaron algﬁn grado de actlva—

cibén fagocitxca hac1a las esferas de latex (42)

N) Obtehéién de Leucocitos Mononucleados:

Se obtbvierdn 10 ml de sangre perifériéa;ae onadores adul--

gre se coloch en un tubo de ensaye y fué mezciéda con 1gua1 cantl
dad de .PBS suplementado con glucosa al O 1%." h ; -

En tubos de ensaye que contenian 2 5 ml de FlCOll Paque ———-
(Pharmacia Flne Chemlcals AB, Suec1a) (apéndxce XI), con una den-

51dad de l 077 gr/ml se colocaron 5 ml de la mezcla de sangre --

_con PBS y se centrlfugé 400 g durante 30 m1 ,.Aljté:mlno de es-
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te tiempo, la banda de leucocitos mononucleados en la interfase -
fué cuidadosamente extraida pasindola’a otro ﬁuboﬂdé'énsaye,“don:
de fueron lavados 3 veces con 5 ml de PBS y finalmente resuspendi

dos en 5 ml de medio de cultivs (4, 23). La cantidad de leucoci--

tos obtenida fué evaluada utilizando una c&mara de Neubauer.

0) Interaccibn de los Leucocitos con las Diferentes Lineas

Celulares.
Para determinar la posible interaccibn de los ieucoqitdéade'

sangre periférica con las diferentes lineas celulares

cultivadas,

i
[§=]

se procedid a subcultivar 100 000 células por'ca]a de cultlvo

cubandose por un lapso. de 3 dias, para permitlrles estar en” fase

de proliferacidn exponencxalﬁ Desppéswde e§te tlempo,nse_agregé a
cada plato de cultivo 1 x 106 leucocitos de sangre periférica'y -
finalmente se evalud la interaccifn celular a las 24 hrs, median-
te la determinacibn del nfimero de leucocitos que se adherian a-ca

da célula, siendo interaccifén débil cuando se adherian derl a 3 -

vIEUCOCLtOS, fuerte cuando se adherian de 4 a 15 y como int ra

"c16n ‘muy fuerte con mis. de 15 leucoc1tos adherldos a: la

P MNﬁméfé érbmésﬁmico;z

ktlvos celulares prollferando en fase expon ci

ncubados:de 2'a 12 hrs en presencla de colch1c1na (Sigma Chemiﬂ

cal Co., u. S.A.), a:una concentrac15n de 0.8 ug/ml,en el me o

Posterlormente, las cé&lulas fueron tr1p51nlzadas, centrlfugada :

durante 5 min a 500 g .(las condxcxones de centrlfu ac16n'fueron X
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las mismas en toda la t&cnica), y resuspendidas en 5 ml de medio
hipotdnico compuesto por una parte de medio de cultivo y 2 partes
de agua bidestilada, Después de 10 miﬁ de este tratamiento, las -
células se centrifugaron y al bot6én obtenido se le adicionaron, -
cuidadosamente, 2 ml de una solucidn fijadora compuesta por 3 par
tes de metanol puro y una parte de dcido acé&tico glacial, en el =~
cual se mantuvieron durante 10 min. Al cabo de este tiempo, se --
desechd el fljador Y. las células fueron 1avadas 3 veces «on ija—
dor fregco, 51endo flnalmente resuspendldas en 1 ml de éste (4;
15).

En pdrtaobﬁetos previamente almacenados en équhdl étilicor-
al 70%, se gote§ desde 1 m de altura la solucibn céntehiendo a ~-
las células y se secaron ripidamente a la flama. Las preparaéio—-
nes asi obtenidas, fueron tefiidas durante 10 min con Giemsa al --
10% en agua bidestilada y observadas al microécopio con el objeti
vo de 100 X de;inmersién, buscandose preferenﬁemente mitbsis ais;

persas que no. tuvxeran sobrep051c16n de las ramas de . los cromoso-

mas, Se contaron de 30 a 50 mltOSLs, para reglstrar el nimer:

mosbmico en cada experlmento (41)

Q) Varios.

Las muestras de tejido de sércomas fueron obtenidasrdé‘lés -
Hospitales, General de la Secretaria de Salubridad y Asistencia y
de Oncoleogia del Instituto Mexicano del Sequro Social.

Las biopsias fueron transportadas en 15 ml de medio nutriti-
vo desde su extraccidn hasta su recepcibén en el lébofatorio;%Aqug

llas que no fueron procesadas inmediatamente se preservaron en re
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frigeracidn a 4°C hasta el momento de su cultlvo,,Nuncé;Seamabtpf'

viceron en refrigeracidn mds de 24 hrs.
Todos los experimentos reallzadOS con células s
tes de la s&ptima r831embra, por dupllcado y un: minlmo

ces.,

Todos los medios y soluciones utilizadﬂs”péré_el cultivo 'y

subcultivo de las células fueron previamente calentadas

en un bafic de agua.

Todas las soluciones utilizadas para el‘cultiéo;fﬁefoh3pfeé—
viamente esterlllzadas por medio de f;ltros (Mlllpore, type GS,,G}
U.8.A.} de 0.22 n de poro Y solo en el caso de 1a solucxén de co-

lagenasa se utlllzé un flltro de 0 44 u.

Los reactlvos utllxzados, a- menos de ast espec1f1carse, fue—

ron de grado reactlvo J T, Baker, Méx1co Asxmlsmo, el material -

de crlstaleria 16 de tlpo Pyrex
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RESULTADOS

A partir del cﬁltivo de biopsias provenientes de ldzsércomas
humanos se obtuvieron células en estado de proliferaci6bn, 1és_cu§
les fueron caracterizadas morfolbgicamente. Sin embargo, sb6lo en
5 casos se lograron obtener lineas celulares, a las gue ademis de
la caracterizacibn morfolbgica, se les determinaron los siguien--~
tes parfmetros: cinética de proliferacién celular, crecimiento en
agar, produccibn de colfgena, presencia de fosfatasa alcalina y -
dcida, interaccibn con leucocitos de sangre periférica humana y -
nfimero cromosémico. ' .

Ademis, se hicieron determinaciones més especiflcas para las
células provenientes de tumores hlstlocitlcos como son secre016n
de lisozima, presencia de receptores para Fc'y C3b, act1v1dad fa-
gocitica y presencia de peroxidasa. Asimismo, se determind la po-
sible presencia de lipidos paraylas células provenientes de sarco
mas de tejido adipdso. 17’ »

Ahora bien, dado gue las células tumorales de origen mééén--
quimal cultivadas in vitro, ‘exhiben caracteristicas similaregialQ
las de los fibroblastos normales humanos, fué necesario,"ébﬁfi&r—
finalidad de tener un punto de comparacién, cultivar fibroblaétos
normales de piel, fibroblastos reactivos procedentes de un proce-
50 maligno {(linfoma linfobléstico) y Eibroblastos reactivos de un
proceso no maligno (gangllo 1nfartado de un paciente con tubercu-

losis). Cabe aclarar,'

ue‘a: los diferentes tipos de fibroblastos,

se les determlnaron"las ca”"ter;stxqasrmorfoléglcas vy solamente
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los 2 primeros se utilizaron como puntos de comparacién para las

restantes pruebas realizadas en las lineas celulares malignas ob-

tenidas.

A) Obtencibn de Lineas Celulares y su Morfologia:

- Células Obtenidas a Partir de Tumores Oseos.

Caso l: Osteosarcoma de Tibia Izquierda.

Los trozos de tibia izquierda, provenientes de un 6s£éOSércg
ma, sembrados por el método de adherencia por contacto; dieron 13
gar a células que comenzarcon a migrar hacia el sust;atb de culti-
vo en la periferia de &stos, a partir de los 15 dias de incuba=---
cibn, obtenigndose confluencia celular 30 dias despu@s. Se obser-
v6 proliferacibén celular en el 73% del total de los 11 platos aé
cultivo sembrados (tébla 2). e

Las células obtenidas de esta manera, presentaban géheraimeg

te forma estrellada o irregular, con medidas que iban de 109 a

293 u de difmetro y de 52 a 108 uideranchd.iEl'citdplas@ggé?é,
abundante de color ros§ceo, con una gran cantidad de pequefias
nulaciones rojas, y una zona perinucléar ¢onjﬁnafél'afdéthdg

pequefias vacuolaciones.

pecto fino y de 3.a S'nucleoldé7(ta
Estas c&lulas se mantuvieron en

semanas.
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Caso. 2: Osteosarcoma de Fémur.

Los trozos de tejido provenientes de un osteosarcoma de fé-—
mur, sembrados por el método de adherencia por contacto, dieron -
lugar a cBlulas gue comenzaron a migrar hacia el sustrato de cul-
tivo en la periferia de &stos a partir de los 3 dias de incuba----
cién, obteniendose confluencia celular 20 dias despu&s. Ademds, -
se llevé a cabo el método de disgregacidn secuencial enzimitica -
con los trocitos de tejido del tumor, obteniendose c&lulas adhe--
rentes a las 24 hrs de incubacibn y una confluencia de &stas 5 --
dias después. Se observd proliferacién celular en el 87% déluto—~
tal de los 17 platbs cultivados (tabla 2).

Cabe aclarar que las c&lulas obtenidas por los 2 diferentes
métodos, presentaron las mismas caracteristicas morfolbgicas; por
1o cual se consideraron como un solo tipo celular y se desériben
de la misma manera. ‘ ‘

Estas células se distribuyeron al azar,en.el-sustrato,déjppi
tivo y se encontraron sobrepuestas afn sin haberrllegadéfaﬁléQQOE
fluencia. Al alcanzar altas densidades, formaban pequefias iéigg =
de agrupaciones celulares de varias capaé dé grosor (fig. 2fﬁ5 

Las c&lulas obtenidas de estasrmaﬁeras ptesentabéh gené}gl;—
mente formas estrelladas o irregulares, con medidas gque ibén de -
252 a 706 u de di&metro y de 129 a 378 y de ancho. El citoplasma
era mly abundante y reticulado, de color azul intenso, con gran -
cantidad de granulaciones rojas, adheridas a fibras que incluso -
se prolongaban fuera de &ste a manera de rosario y una iohagpéti—

nuclear con una alta densidad de pequefias vacuolaciones, también'
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se presentd una alta prcporci6fn de matriz extracelular gue en oca-
siones llegaba a formar una estructura velamentosa que incluso :lle
gaba a cubrir a las c&lulas. ‘

El nficleo era ovoide de color r030,'con un dlémetro entre 39~

gue se habia establecido una linea celular y se le le la clave de
OSX-1. Asimismo, se procedif a la crlopreservaCLSn en nltrégeno 11

quido de estas células.

Caso 3: Osteosarcoma de Fémur.:

Los trozos -de tejldo, provenlentes‘de un- osteosarcoma de: fé--
mur , sembrados por el metodo de adherenc1a por contacto, dieron lu-
gar a c8lulas que comenzaron a migrar hacia el sustrato de cultivo
hacia la periferia de éstos a partir de los 7 dfas de incubaciSn,-
obteniéndose confluencia celular 15 dias despu8s. Ademds, para es-
ta biopsia se llevdé a cabo el método de disgregacifn secuencial en
zimdtico con los trocitos de tejido, obteni&ndose c&lulas adheren-
tes a los 15 dias de incubacibn y una confluencia de &stas 7 afas
m&s tarde. Se observd proliferacién celular en el 95% del total de
los 16 platos sembrados (tabla 2).

Cabe aclarar, que las células obtenidas por los 2 diferentes
métodos presentaron las mismas caracteristicas morfolégicas, por -
lo cual se consideraron comovuh s8lo ﬁiﬁo celﬁlar yvsé describen -

aqui de la misma manera.
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Estas c&lulas se distribuyeron al azar en el sustrato de cul-
tivo y se encontraban sobrepuestas afin sin haber llegado a la con-
fluencia. Al alcanzar altas densidades, formaban pequeiias islas de-
agrupaciones celulares de varias capas de grosor (fig. 3).

Las c&lulas obtenidas de esta manera presentaban generalmente
formas estrelladas o irregulares, con medidas que iban de 325 a --
611p de difmetro y de 117 a 352y de ancho. El citoplasma era muy -
abundante y de tipo reticulado, de cqlor azul, con gran cantidad -
de granulaciones de color rojo adheridas a fibras que incluso se -
prolongaban fuera de &ste ‘a manera de rosario y una zona perinu --
clear de color azul intenéo,.con una alta densidad de pequenas va-
cuolaciones, también se present8 una alta proporcibn de matriz ex-
tracelular que e¢n ocasiones llegaba a formar una estructura vela--
mentosa.

El nficleo era ov01de, de color rojo, con un dlémetro entre 32

y 54 u, en donde se’ podia observar una cromatlna de aspecto granu-

lar y de 3 a 5 nucieblos,ip es ntand siones cé;ulas;COn,-

2y 3 nﬁcleos (tabla 3)., - D
Estas células se han mantenldo ‘en’ cultlvo contlnuo durante -

mis de 12 meses, mediante subcultlvosrcada'9 dias; por 10’cualbse

considerd que se habla establecxdo una linea celular y se le: d16 -

la clave de 0SX-2. Asimismo, se procedls a la cr10preservac16n en

nitr6geno liquido de estas células.-
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- Cédlulas Obtenidas a Partir de Tumores de Tejido Adiposo.

Caso 4: Liposarcoma Retroperitoneal.

Los trozos de tejido, provenientes de un liposarcomakretfopg
ritoneal, sembrados por el m&todo de adherencia por contacto, dig
ron lugar a c&lulas gue comenzaron a migrar al sustrato de culti-
vo en la periferia de &stos a partir de los 8 dias dé incubaciébn,
obteniendose confluencia celular 43 dias después. Se observS pro
liferacibn celulai en el 60% de los 5 platos de chltivo éembrados
(tabla 2).

Las células obtenidas de esta manera, presentaban generalmen
te forma 1rregular, con medidas que iban de 173 a 387 p de difime-
tro y de 101 a 225 u de ancho. El citoplasma era abundante de co-
lor rosa claxo,”en donde a veces se presentaban vacuolas y una: es
casa cantidad de granulaciones de color ro;o.

El nficleo era ovoxde, redondo y ‘en oca51ones carlorréxlco de

color rosa claro, con uan dlémetro entre
dia observar una cromatlna‘de aé'e
los (tabla 3).

Estas‘céluié§féefhajﬁpy;étbn’g
meses.

Caso 5: Liposarcoma Bien Diferenciado

Los trozos de tEJldO, provenlentes de un l;posarcoma bien di-
ferenciado, sembrados por el método de dlsgregac16n secuencial en
zimdtica, se adhirireron al sustrato de cultivo a las 48 hrs de -
haber sido incubados, obteniéndose confluencia celular 4 dias des

pués. Se observé proliferaci6n celular en el 1008 de los 8 platos
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Je cultivo sembrados ({(tabla 2).

Estas células presentaron inhibicibn por contacto, limitando
su estado de saturacidn a una monocapa parecida a la de fibroblag
tos de tejido conjuntivo (fig. 4). »

Las células obtenidas de esta manera presentaban generalmen-
te forma irregular, con medidas que iban de 272 a 589 u de 'difime-
tro y de 91 a 210 = de ancho. El citoplasma era mu& abundante de
color rojo y una zona perinuclear de color azui‘intenso con una -
alta densidad de vacuolaciones.

EL nficleo era ovoide o redondo y en algunos casos cariorr&xi

co, de color rosa, con un diSmetro entre 33 y 64 -3, en dondé se -~

podia observar una cromatina de aspecto-ligeramente granulado 'y
de 1 a 5 nucleolos. En ocasiones se presentaban c&lulas-con 2y -

3 nGeleos (tabla 3).

i

Estas células se han mantenido en cultivo continuo durénte
mis de 8 meses, mediante subcultivos cada 3 semanas,’ por lo que -
se considerd que se habia establecido una linea celular y se le -
dié la clave de LNG-B3. Asimismo, se procedid a la crlopreserva--

cién en nitrbgeno liguido de estas c&lulas.

Caso 6: Liposarcoma Recidivo.

Los trozos de tejido, provenientes de un liposarcoma recidi-
vo, sembrados por el m&todo de adherencia por contacto, dieroh lu
gar a c&lulas que comenzaron a migrar hacia el sustrato de culti-
vo en la periferia de &stos a partir de las 48 hrs de incubacién,
obteniéndose confluencia celular 9 dfas después. Ademis, se llev6

a cabo el método de d1sgregac16n secuencial enzim&tica con los
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trozos de tejido del tumor, obteniéndose células adherentes.a las
24 hrs de incubacién y una confluencia celular de’éstas 10 diés -~
despuds. Se observd proliferacién celular en el lOG% de las 8 ca-
jas de cultivo sembradas (tabla 2). -

Estas cé&lulas se distribuyeron al azar en el sustrato de cul
tivo y se encontraban sobrepuestas aln sin haber'llegado a la con
fluencia. Al alcanzar altas densidadeé, formaban pequefias islas -
de agrupaciones celulares de varias capas de grosor (fig. 5).

Cabe aclarar, que las células obtenidas por los 2 diferentes
métodos, presentaron las misma carﬁctéfisticas morfolégicas, por
lo cual se consideraron de un sblo tipo-celular y fueron descri—-
tas de la misma manera. o

Las cflulas obtenidas presentaron formas generalmente dé>ti-
po fusiforme, triangular e irregular, con med;das que ‘iban de 197
2 330 pu de diametro y de 44 a 117 u de ancho. El citoplasma era -
abundante de color azul intenso, coﬁ una moderada cantidad. de gra
nulaciones de color rojo distribuidas a1 aiar y una zona perinu--
clear con baja densidad de pequenas vacuolacxones.

El nGcleo era ovoide de color rojo, ‘con un ilametro entre 19
y 34 p, en donde se podia chservar una.cromatina de aspecto:f;nqﬁ

y de 1 a 5 nucleolos {(tabla 3}.

Estas c&lulas se han mantenido en cult1vo contlnuo,durant

mas de 8 meses, mediante subcultivos cada 6 dxas, por lo cual se

considerd gque se habia establecido una linea celular y se le aié

la clave de LPF-5%. Asimismo, se pchedlé,a~laacrlop;esery

2n nitrbgeno liquido de estas c&lulas..
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- C&lulas Obtenidas a Partir de Tumores de Diferentes Tejidos.

Caso 7: Condrosarcoma Mesenguimal.

Los trozos de tejido, provenientes de un condrosarcoma mesen
guimal de retroperitoneo, sembrados por el método de adherencia -
por contacto, dieron lugar a células que comenzaron a migrar ha--
cia el sustrato de cultivo en la pariferia de &stos a partir de -
los 7 dias -de incubacifn, obteniéndose confluencia celular 30 dfas
después. Se observS proliferacidn celular en el 36% del totél de
las 11 cajas de cultivo sembradas (tabla 2).

Las células obtenidas de esta manera, presentaron generalmen
te forma estrellada o triangular con”prp;ongaciones dendriticas,
con medidas que iban de 199 a 399 p de difmetro y de 100 a 223 u
de ancho. El cxtoplasma era muy abundante de color azul claro, en
donde a veces se presentaban grandes vacuolas, una densidad baja
de granulaciones rojas esparcidas al azar y una zona perinuclear
de color azul oscufo en donde alguﬁas veces ge presentaba una al-
ta densidad de pequefias vacuolas que lé dan apariencia reticular.

El nGcleo era oveide dé color rojo, con un didmetro entre 32

y 49 3, en donde se pOdla observar una cromatxna de aspecto fan

y de 1 a 6 nucleolos: (tabla 3, flg 6
Estas células se mantuv1eron en cultxvo contlnuo durante 5 -

meses.

Caso 8: Leiomiosarcoma.

Los trozos de tejido, provenlentes de un lelomlosarcoma

troperitoneal recidivo, sembrados por el método de d sgregacxén -

secuencial enzimftica; se adhlrxeron al plato de cultlvo ‘a las 48
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hrs de incubacién, obteniéndose confluencia celular 6 dlas des;-—
pués. Se observé proliferacidn celular en el 100% del total de R
los 12 platos de cultivo sembrados (tabla 2). v

Cuando los cultivos se encontraban saturados, formaban -agru-
paciones celulares (como islas), con varias capas de grosor aGn -
sin haber llegado a la confluencia total.

Las c&lulas obtenidas de esta manera presentaban forma exclu
sivamente de husc, con medidas gue iban de 158 a 234 p de didme--
tro y de 18 a‘lOO p de ancho. El citoplasma era escaso de color -
azul intensobconrvacuolaciones pequenas distribuidas al azar.

El nﬁcledJera ovoide o redondo, de color rojo pﬁrpura, con. -

un difmetro entre 31 y 49 i, en donde se podfia observar crdmaﬁina

granulada y del.a 2 nucleolos. En-la mayorla de las celulas

presentaban de 2 a 5 nﬁcleos, algunas veces se presentaban equ1-~

la célula (tabla 3, flg 7)

semanas.

Caso 9: Schwannoma Mallgno. Sl

Los trozos de tejido provenientes de un’ Shwannoma mallgno, ~
sembrados por el método de adherencia por contacto, dieron lugar
a células que comenzaron a migrar hacia el sustfato de cultivo en
la periferia de &stos a partir de los 10-dias de incubacién, obte
niéndose confluencia celular 5 dias despu@s. Se observd prolifera
cidn celular en el 66% de los 8 platos de cultivo sembrados (ta--

bla 2).
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Las cé&lulas obtenidas de esta manera, presentaron generalmen
te formas irregulares © poligonales, con prolongaciones de ori--
gen dendritico, con medidas que iban de 179 a 455 y de diametro y
de 100 a 298 p de ancho. El citoplasma era abundante de color vio
leta en donde a veces se presentaron grandes vacuolas.

El nficleo era ovoide, irregular y en algunos casos cariorré-

xico, de color rojo pGrpura, con.un didmetro entre 24 y §Oiu{jen
donde se podia obsérva;kunakéfométina de aspecto grahulédp Y.
neralmente 2 nucieolosTfﬁaﬁla 3,'fig. 8) . | | »

Estas célﬁlas Sérmintuvieron'eﬁbcultivo cqntinuo'd

semanas.

Caso 10: Histiocitoma Fibroso Maligno. =

Los trozds‘deﬁﬁejido, provenientes. de unlhiétiocitoma fibro-
so maligno, Séﬁbradoé por el método de adherencia ﬁor contacto, -~
dieron lugar a cé&lulas gue comenzaron aamigrar hacia el sustrato -
de cultivo en la periferia de &stos, a partir de los 30 dias de -
incubacibn obteniéndose confluencia celular 8 dias después. Se ob
servd proliferacién en el 70% de los 10 platos de cultivo sembra-
dos .tabla 2),

Cuando 1os;cu1tivés'se encontraban saturados formaban'hgrupg
ciones celulares (como islés), con varias capas de grosor, afn --
sin llegar nunca a confluencia (fig. 9).

Las células obtenidas de esta manera presentaban generalmen-
te formas irregulares, con medidas que iban de 200 a 386 p de did
metro y de 101 a 225 p de ancho. El citoplasma era abundante de -~

color violeta intenso, con una cantidad moderada-de granulaciones
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rojas adheridas a fibras que incluso se prolongaban fuera de éste
a nanera de rosario y una zona perinuclear con una baja densidad
de pequenas vacuclaciones.
El nficleo .era ovoide de colﬁr rojo prpura, con un didmetro
entre 33 y 55 u, en donde se podia observar una cromatina de as~-
pecto reticular y de 2 a 3 nucleolos (tabla 3).

Estas c8lulas se han mantenido en cultivo continuo durante.

B |

més de 12 meses, mediante subcultivos cada 20 dias, por lo: cua

se considerf que se habia establecido una linea celular:y
di& la clave de HBV-60. Asimismo, se procedid -a lg;crb"':
cidn en nitrégéno ligquido de estas células.

- C&lulas Obtenidas a Partir-de Gang;ids Linf

Caso 1ll: Linfoma Linfobl&sticoﬁ“

Los trozos-de tejido, provenientés k;nfbméfiihfbblésﬁi

co, sembrados por el mé&todo de adhé;énqia,pprncoﬁéécfo, dieron lu
gar a células que comenzaron a migra: h§¢i3”éi suStrat6 de culti-
vo en la periferia de &stos, a partir‘dé.ios’30 dias de incuba---
cidén obteni&ndose confluencia celular 7 dias después. Se observd -
proliferacién celular en el 37% de los 12 platos de cultivo sém-—
brados (tabla 2}. k

Las células al llegar'a confluencia formaron haces paralelos
y dieron la apariencig de,tene; un cierto grado de orientacibn. -
En este caso, n6 e¥iS£i6'inﬁibi¢i6n por contacto, pues las c&lu--
las continuaban érdliferando hasta llegar a formar varias capas,
form&ndose una nueva capa éélorhasta que la anterior se encontra-

ba confluente - (fig. 10). Cabe mencionar que las cé&lulas presenta-
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ban una adherencia débil al sustrato de cultivo, ya que en ocasio
nes bastaba el lavado con Verseno para separarlas de éste.
Las células obtenidas de esta manera, presentaban generalmen
te forma de uso parecida a la de fibroblastos de tejido conjunti~'

vo, con medidas que iban de 100 a 240 ¥ de di&metro y de 14 a 62y

de ancho. El citoplasma era escaso, de color azuloso y en algunas
ocasiones se presentaban pequefias vacuolaciones en la zona perinu
clear.

El nficleo era ovoide de color rosa claro, con un dl&me

tre 10 y 50 u,. en donde se podia observar una cr”matlnavde
to fino y de 2 a 4 nucleolos (tabla 3)  ;:;f f" : :

Cuando los cultivos se encontraban confluentes aparecian cé-
lulas gigantes,. que llegaban a- medzr hasta 514u de dlametro y 266u
de ancho, con un nficleo de 53 u de dlémetro. i

Estas c€lulas se han mantenido en cultivo continuo;duranﬁe ~
mis de 12 meses, mediante subcultivos cada 6 dias; por lb,cuai se
considerd que se habia establecido una lineas celﬁiérAy se“le.dis
la clave de LFE-24. Asimismo, se procedi6 a la criopreservacién -
en nitrbégeno liquido de estas células. 7

Adem&s de las c&lulas adherentes antes deécritas, se obtuvo
una proliferacibn de células en suspensién de tipo linficitico‘a
los 17 dias de haber sembrado, por el método de disgregacién mecd
nica, los trozos del ganglio linfético.

Las células obtenidas de esta manera, éresentaron generalmen
te forma redonda, con medidas que iban de 29 a 46u de didmetro. -
El citoplasma era abundante; de color azul oscuro y en algunas —

ocasiones presentaba vacuolaciones de diversos tamafios.
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El nGcleo era oval o irreqular, excéntrico de color rojo, con

un didmtro entre 18 y 38 pu, en donde se podia observar una croma€£j¥

na finamente reticulada, con ausencia de nucleolos (fig. 11).
Estas células se mantuvieron en cultivo continuo durahte,3‘éé“' 
manas, y se les encontré un Indice mit6tico de 12.6% en su fase de.

crecimiento exponencial,

Caso 12: Ganglioc Tuberculoso.

Los trozos de tejido de un ganglio,cervicél proveniente de un
piaciente con tuberculosis, sembrados por el ﬁétodo de adherencia -
por contacto, dieron lugar a células Que comenzaron  a migra; hécia
el sustrato de cultivo en la pe?iféria\de.égtés'a,éartir de“lés 13

dias de incubacibn, obteniéndose;?bnfluéndié celular 35 dias des-—

pués. Se observé prolifera¢i6@f¢é;d} —738% del total de los

13 platos sembrados (tabla 2) . 3 v
Antes de llegar a la confluencla,:estos cultivos formaban --
agrupaciones celulares como 1slas con varlas éapas de grosor, las
cuales se interconectaban entre si:al saturarse el cultivo, dando
una apariencia de entrerrejado y qﬁedando‘una monocapa celular. en-
tre &llas, observéndose adémas, 1a formac16n de matrlz extracelu——
lar de aparlenC1a velamentosa (flg. 12);’t1 7 ‘ o
Las c&lulas obtenldas de esta. manera presentaban generalménte
forma triangular, fusiforme o, 1rregular, con prolongac1ones vela--
mentosas, con medidas que 1ban de 191y a 338u de difmetro y de 27
a 147y de ancho. E1 c1toplasma era‘abundante de color azul claro, -
con gran cantidad de granulaciones rojaS»dist?ibuidés al azar y:e=-
una zona perinuclear de color azul inténso‘Eon*ﬁhé*alta'densidaﬁ‘—

de pequenas vacuolaciones.
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El nGcleo era ovoide o redondo de color rojo, con un difimetro
entre 21 y 90.p, donde se podia observar una cromatina de aspecto
fino y de 1 a 4 nucleolos (tabla 3).

Estas c€lulas se mantuvieron en cultivo continuo durante 7 me
ses, mediante subcultivos cada 7 dias, por lo que se considerd que
se hablfa establecido una linea celular y se le di6 la clave de GTG
-3, Actualmente, sblo se les mantiene criopreservadas en nittégeno

liguido.

-« Pibroblastos Normales de Piel Humana (VC~2).

Las c&lulas de esta lfinea crecfan de manera ordenada, fbfmah-
do haces paralelos, con una orientacidn definida. Al llegar a .con-
fluencia, exhibfan inhibicién por contacto, pues detenfan su creci
miento limitando de esta manera su estado de saturacifn a una mono
capa celular (fig. 13).

Estas células pregsentaban forma de huso, con medidas que iban
de 111 a 271 j de difmetro y de 16 a 47 u' de ancho.El citoplasma -~
era escaso de color azul, con pocas granu1a¢ioneé afregladas sobre
fibras y vacuolaciones pequeiias distrisuidaé al azar.

El nficleo era ovoide de colorvrojo, con un difmetro entre 20
y 29 ¥y, -en-donde se podia observar una‘cromatina-de aspecto granu-

lado vy de 1 a 6 nucleolos.

Estas células se han mantenldo en cultlvo contxnuo durante'é—
mis de 11 meses, medlante subcultlvos’caoa

las de esta 1inea fueron cr. op =




TABL A& MNo. 2

EFICIENCIA EN LA OBTENCION DE LAS PRIMERAS CELULAS ADHERIDAS AL SUSTRATO DE
CULTIVO, A PARTIR DE LAS DIFERENTES BIOPSIAS.

ENTRE LA TIEMPO EN QUE SE EFICIENCIA DE PRC

;ig??i “ION Y EL ADHIEREN LAS PRI LIFERACION EN 103
cul T;V‘DA PROCESADC DE LA MERAS CELULAS AL CULTIVCS

e BIOPSIA (hrs) SUSTRATO  (hrs) (%)
Osteosarcoma de 24 . 73

tibia izquierda

Osteosarcoma de
fémur

Osteosarcoma de
fémur

Liposarcoma re-

troperitoneal

Liposarcora bien
diferenciado

Liposarcoma re-
cidivo

Condrosarcoma
mesengquimal

Leiomiosarcoma
retroperitoneal

Schwannoma ma-
ligno

Histiocitoma fi
broso maligno

Linfoma linfoblas
tico (células adhe
rentes

Ganglio tuberculo 6
50

13 38

(*) Este es el tiempo que tardaron las células a adherirse al sustrato de cul
tivo, despu&s de haber sido tratados los. cultivos por el método secuencial en

zimatico.



CIMIENTO [

LAs CELULAS CULPIVADAS
p s ST T o 1 u « L I ¢} o 1 T <] b L A s M A CTERISTICAS
PROCEDENCTA Z2 | T A M A FORMA . b crecimiEnTO
LAS CELULAS CYLj Diametro Ancho rr‘(lu’lM Diametre Color  Cromatina twslvolos] Cantidac Crjor Zona peri ‘Jacuolacibn Granulaciones Otras IbE 10S CULTIVOS
TIVADAS (u) [ - LU LAY (1) Pelativa nuclear Estructuras lcELULARES
Alta densi-
8 har k A i g FO— 4 Py - e 30d de peque  No se obser Gran cantidad Ni . b.
U;tgosycm{m de 192 =20*% 77 £ l:.atrullada Ovoide 28 117 Rojo plr Fina 3 5 Abundante Rosaceo fins vacuola- va. de color rojo inguna N, D
tibia izquierda irreqular pura ciones.
: Alta densi- Gran cantidad Reticulado, Agrupaciones ce
Osteosarcoma de P 261 |Estrellada } . i Red X _ Muy hzul  dad de peque Mo se ob.er 4 ulacio Libras y ca- o e como is
Eémur (0SX=1) a8 . irregulax avoide 51.%. ;. Rejo Granulada 3 5 abundante intenso fas vacuola- va. e Aranutasio pa sabanoide =
=2 . R . nes rojas las.
ciones. extracelular
Azul intenso Reticulado, .
. con gran can Gran cantidad fibras y ca Agrupaciones ce
Osteosarcoma de e (v} ovoide 4 o 3 Muy Az tidad de pe- Yo se obser 4o granulasio PP sabanoide lulares como is
fémur (0SX-2) 400 =25 1 redondo 41 %2 Rojo Granulada 3 abundante aul quefias vacuo va. ne-;qtojas; = extracelular las.
laciones., i o
R Escasa canti~
Liposarcoma + 214 :edc.)ndu’ 4 4 Rojo Rosa ; N. D
o toneal 322°T21 Lnn irregular cariorré 43 I8 claro Granulada 1 -2 Abundante claro No presenta Escasa dad de granu- . D.
vetroperitonea = xico - laciones rojas
ovoide Azul intenso
redondo con alta dern ihi il :
Liposarcoma 153 . . " 3 i Muy . N . -~ XNo se obser Inhibicidn por::
(LNG-83) 345 32 12 Lrreqular ;:i;urri 438 Rojo N Gr@ulada -8 abundante Rojo ::Z;ssuiagsg va. Ninguna Ninguna contacto.
laciones.
. . Fusiforme Baja densidad Moderada canti N e
Liposarcoma re +. +, 5 +, Azul a N No se obser a — N Agrupaciones ce
N = p it ngular 1 = s qt - - ad de graanula Ninguna ;
cidive (LPF-53) 237713 71 28 triang 171‘1 Ovoide 71 38 Abundante intenso O peguefias - . g a g lulares como. is
irreqular vacuclaciones ciones rojas las
tstreliada Azul oscuro - Granulaciones
irreqular baja densidad - 3
Condrosarcoma + 141 . ¥ Muy Azul 2 de color rojo Ninguna N. D.
21 23 1 X -
mesenquimal 298 I +15  [oon prolon | Ovoide 4122 labundante  claro de pequeiias Escasa al azar
gaciones - vacuolaciones.
dendriticas| i
Leiomiosarcoma " . Ovoide Rojo pir S Azul hgrupaciones cely
S 8 17 form b = - s r . X 2
ratroperitoneal 185 111 58 %7 [Fusiforme redondo g 2 pura. Fina. »1 5 Escaso intenso No presenta Regular Ninguna Ninguna l:a:es como islas
Ovoide . KT =
Schwannoma 316 23 135 Irregular prregular 41 ¥4 Rojo plr . Granulada 2 Abundante Violeta No presenta Escasa Ninguna Ninguna N. D.
maligno 22 |poligonal Fariorré- pura.
xico.
Histiocitoma [i Baja densidad Moderada can Fibras ex-—
: = § " N - Agrupaciones ce
broso maligno 5. 162 + Rojo plir violeta g s.c . No se obser  tidad de gra tracelulares =
309 20 Irreqular | Ovoide 43 2 L Reticular 2. - 3 - |abun intenso SF Peduenas - - i = lulares como is
(HBY-~60) 12 pura Abundante intenso .- ). ciones V& ::.li::u:nes granulosas | 1o
Linfoma linfo- . : . : Baja densidad s
blfories ttesay | 170214 37 46 |Fusifome |ovoide 23 %2 Rosa Fina 274 Escaso  Azuloso de pequedias - 1O B¢ Obser . ; Crecimiento en
claro : vacuolaciones Y2 Ninguaa Nimgung multicapas
. Triangular Ovoide . . R Azul intenso Gran canzidad En confluen , 5
Ganglio tubercu- 268 Z18 - 70, fusiforme redondo 41°=6" ‘Rojo <4 .|abundante Azul alta densidad No se obsexr ~ de granulacio cia existe 191“13“ ones ce
loso (GTG-3) 12 irreqular - : claro de pequeias - va. nes rojas al capa velamealu ares como 18
. : vacuolaciones azar. tosa *
Fibroblastos. nor E itk i ¢ mE Escasa canti- Escasa ca..n'

i + + s Y n -
males de piel 203 #1527 *3 |rusiforme |ovoide 25 *1 Rojo * ‘Granulada 1.~ 6 Escaso  Azul  No presenta Regular dad de granu- tidad de fi Inhibicidn por
(ve-2) laciones rojas bras contacto.

(*) Media * Error estandar.
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Fig. 4.~ Liposarcoma L}G-83. Cultivo saturante en monocapa con carencia yde'espg_

cios sin células (125%).

Fig. 5.~ Liposarcoma LPF-33. Cultivo saturante donde se puede chservar conglome
raciones celulares sobre suestas en varias capas (C), asf camo la existencia de

superficies carentes de c2lulas (V) (60X}.



Fig. 6§ .- Condrosarcoma. C&lula de forma estrellada con prolongaciones dendriti

cas {2} y citoplasma abundante (C) donde se observan grandes vacuolas (V) (500X).

Fig. 7.- Leiomiosarcoma. C&lulas fusiformes multinucleadas con escaso citoplas

ma, en donde se pueden observar pequefias vacuolaciones (500X).



Fig. 8.~ Schwanrnoma maligno. C&lula de forma irregular con prolongaciones dendri
ticas (D), donde se puede apreciar un citoplasma abunante (C) y nicleo ifregular

(500%) .

Fig. 9.- Histiocitoma fibroso maligno HBV-60. Cultivo saturante'dondé
observar conglomeraciones celulares sobrepuestas en varias capas’; C),;

la existencia de superficies carentes de células (V) (60X) .




Fig. 10.- Fibroblastos reactivos de Linfoma linfobldstico LPE~24. Cultivo de ¢&
lulas confluentes, donde se observa un cierto grado de orientacidn y células sg_

brepuestas que indican el nacimiento de la segunda capa celular (10QX).

-
pe—— s

Pig. 11.- Linfoblastos de Linfoma linfobldstico. Cultivo en suspensién, donde =
se puede apreciar un conglomerado celular con linfoblastos en reproduccidn (Lb)

y l;nfocitos activados (La) (400X}.




Fig. 12.~ Ganglio tuberculoso GTG-3. Cultivo saturante donde se puede observar
conglomeraciones celulares sobrepuestas en varias capas e interconectadas entre
si, que dan la apariencia de entrerrejado (R). Asimismo, se aprecia una monoca-

pa celular entre los conglomerados (M} {60X).

Fig. 13.- Pibroblastos Normales VC-2. Cultivo saturante en monocapa. con. caren—-
cia de espacios sin c8lulas, donde se observan haces paralelos celulares con --

una orientacidn definida (125X).
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n) Cinética de Proliferacidn Celular,

La determinacibn de las propiedades cinéticas (tiempb-deido--
blaje, tiempo de latencia y densidad de saturacidn) (tabla 41, fug
llevada a cabo en las lineas celulares provenientes de 5 éarcomas
(0SX-1, 0SX-2, HBV-60, LPF~59 y LNG-83) y en las lineas de fibro--
blastos normales de piel y reactivos de ganglioc (VC-2 y LFE~24). -
Todas estas lineas celulares han sido mantenidas en cultivo conti-
nuo durante més de 7 meses.

El comportamiento cinético de las distintas lfneas célulares
cultivadas fué diferente en todos los casos. {grdfica 1). 7

El tiempo de doblaje mis large pertenecié a la linea HBV=60
con 156 hrs, seguido por la LNG-23 con 118 hrs, las lineas 0SX~ly
0SX-2 con 64 y 72 hrs respectivamente, la LPF-59 con 42 hrs;:ﬂgsia
ll23ar @ las lineas LFE-24 con 29 hrs y la VC-2 con un tieﬁpqﬂée‘é
doblaje gue fu& de 27 a 34 hrs. Cabe aclarar, gque en es£§5ﬁlﬁiéo.—'
caso se obtuvieron 2 curvas de proliferacién y’ por lo:tAnfb,sejtd-

ma un rango en el tlempo de doblage (tabla 4). Por otroflado para

la linea LPF- 59 se determ;né el tiempo de doblaje gque tuve después

de su fase de prollferac16n exponencial, siendo éste de 310 hrs.,

El tlempo dek aten01a fué de 0 hrs para la linea HBV-GO,'se~-
guida por la LPP- 59 con 10 hrs, la LFE-24 con 21 hrs, las llneas -
0SX-1 y 0SX-2 con 36 hrs ambas, la LNG-83 con 48 hrs y flnalmente

la VC~2 con 72 hrs (tabla 4).
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| CINETIC FOLIFERACION [E LAS LINEAS CELULARES OBTENIDAS

i . 7:Tiempo de Tiampo de Densidad de
Lineas Celulares " latencia - ‘dablaje saturaci6n
' (hrs) (hrs) cel / an®

Fibroblastos (VC-2) 72000 a7-3a 44,698

Linfoblastoma (LFE-24) CoaemT

Liposarcoma (LPF-59)

Osteosarcoma (QSX-1) -

Osteosarcoma (0SX-2).

Liposarcama (LNG—-BB),

Histiocitoma (HBV=60)
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la 08X-2 con’ 16 63 cel/cm la OSh l con 14 553' I, 'q;el ca
so de la linea LNG-83, no fue pOSlble determxnar 23 dens;dad mixi-

ma de saturacxﬁn (tabla 4)

C) Crecimiento de Colonias en Agar.

Este ensayo se llevd a cabo con las 1ineas‘celularés OSX—I, -
0sX-3, LPF-59, LNG-83, HBV~60, LFE-24 y VC-2. El resultado obteni-
do fuf negativo para todas estas lineas, puesto que despu@s de 15
dias de cultivo en agar, no se observe formacifn de colonias en ~--
ninguno de los casos, alin cuando las c8lulas se encontraban bien -

conservadas -{esféricas 'y birregringentes: al microscopio invertido)

después de este lapsoc de tiempo.

D) Caracteristicas Bioquimicas.
1.~ produccién de colégena por lééfdifer” ula--
res: Rt
La determinacidn del,contenido‘dé éo;&éé

las lineas celulares 0SX-1;, 0SX-2, LpF-SSJ“ﬁE 6

la produccibn de colégena por célula por dia.
La mSs alta produccxén de colégena fué encontrada en ‘ nea

celular osx-l ‘en donde se obtuv1eron valores de 0. 01 mg en laca-

pa celular vy 5 5 mg n’el medlo nutritivo a partir de 2 19 x 10 -
células, para dar una producc16n total de 830 Py de colégena/cel-—
dia. A contlnuac16n en orden decreciente se encontr5 la linea celuy

lar LPP- 59, en donde se obtuvieron valores dev0‘01fmg en la capa -
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celular y 7.08 mg en el medio nutritivo a partir de 3.89 x 10° 8-
lulas, para dar una produccibn total de 606 pg de coldgena/cel-~dia.
En la linea celular OSX—2( se obtuvieron valores de 0.41 mg en la
capa celular y 1.06 mg en el medio nutritivo a partir de 2.63 x 106
células, para dar una produccién total de 190 pg de col&gena/cel--
dfa. En la lineacelular HBV-60, se obtuvieron valores de 0.38 mg en
la capa celular y 0;41 mg-en el medio nutritivo a partir de 1.93 -

6

®x 10° c@&lulas, para dar una produccibn total de 136 pg de coldgena/

cel-dia. En laklinéé‘celular vC-2, se obtuvieron 0.14 mg ‘en la ca-
pa celular 'y Z:lJ:mgjéh gl med;o nutritivo a partir de 5.86 xnlo6

células, para'dét‘ﬁﬁa'produccién total de 120 pg de colégend/cel--
dia. Por Gltlmo, se encontré que la 1 menor producczén de colégena -

se did en la linea celular LFE-24, en donde se obtuv1eron valores

de 0.19 mg en la. capa celular y 0. 46 mg ‘en” el ‘medio nutrltlvo A

partir de 8.91 x 108 células, para dar una producclé' tota de’

pg de colégena/cel-dia (tabla 5).

2.~ Determinacibn derlisozima'5:1

L

La determinacidn de la secreclén de 115021ma en los medlo
tritivos provenientes de las lineas celulares HBV-GO

que fué realizada por: el mé&todo. turbldlmétrlco con Mlcrococcus

sodeicticus, result6 negativa en todos los casos.

3.- Tinciones hlstoquimlcas.xif

- Posfatasa 8cida.- La determlna‘

fatasa &cida tartrato~resxstente
toquimica con las lineas celula

LNG-83, LFE~24 .y VC-2
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La mayor actxvxdad enz;m&txca fué observada en las células -
provenientes de 1as llneas OSX 2 HBV—GO ¥ ILNG- 83 ya que en estas
fué alta para ambos tlpqs de enzima. Enseguida, se registrd una ac
tividad media en las c&lulas de las lfneas 0SX-1 y LPP-~59. Final--
mente, en las lineas celulares LFE-24 'y VC-Z,‘§é £egistr6 una acti
vidad baja para fosfatasa &cida, present&ndose en el caso de la —-—
fosfatasa &cida tartrato resistente una actxvxdad medla para la -~
LFE-24 y alta para VC-2 (tabla 6). ‘ e

- Posfatasa alcalina.- la determinaciéhkde'foéfatasa aicalina
por medio de tlncxén hlstoquimlca se realizb para las lineas celu—

lares OSX-l OSX—Z BBV-GO LNG—BB LPpP-59, LFE-24 y Ve~ 2 La 1f--

nea celular OSX—Z d16 una actlvldad alta de- esta en21ma, s;endc -

sa por medio de tln016n hzstoquimlca,‘fué reallzada para ,as li--~

neas celulares HBV—GO LFE 24 y”vc-z, resultando negatxv' en 1os -

3 casos (tabla 6}

- Determinaciﬁn de 1ipidos; Eéte:énsayo se“realizérpara las

lineas celulares LPP- 59 LNG 83 LFE~24,y VC-Z med1ante la téeni-

ca de Qil Red Q, encontré o' ’tados negat;vos en todos los -

casos (tabla 6}.



TABLA No. 5

PRODUCCION DE QOLAGENA POR LAS DIFERENTES LINEAS CELULASRES.

. :

Nimere de Célu Cantidad de co- Cantidad de co- Cantidad total Produccidn de
TIPO CELULAR X - . = P
i las cultivadas 1ldgena en la ca ldgena en el me de coldgena colagena: . 3
( x 106 ) pa celular (mg) dio (mg) (mg} - pg /cel=dia _
Osteosarooma

830

0OSX-1:

Liposarcoma. .
LPP=59. 5 =5

Osteosarocana et .
08%~2. "

Histioci toma
HBV=-60""

Fibx?oblastbé; L
vC-~2

Li nfoblastd!ﬁ
LFE-24




Fosfatasa &cida . Fosfatasa.

TIPO CELULAR “o00 partrato
el o Normal :
CmTIE SR resistente

alcalin

Osteosarcoma
(0sXx~1)

Osteosarcoma
(0SX~2)

v

Liposarcoma
(LPF-59)

Liposarcoma
(LNG~83)

Histiocitoma
(HBV-60)

Tibroblastos
normales
(vc-2)

Linfoblastoma
{LFE-24)

N
f

M.D. - No se determ
i+++) Alto. Ge
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E) Caracteristicas Inmunolégicas.

Las caracteristicas inmunolfgicas determinadas fueron la pre
sencia de receptores para Fc, presencia de receptores para C3b y
actividad fagocitica. Estas pruebas fueron realizadas en las 1li--
neas celulares HBV-60, LFE~24 y VC-2, en donde s2 encontraron re-

sultados negativos en los 3 casos.

F) Interaccibn de Leucocitos de Sangre Periférica con las

Diferentes Lineas Celulares.

El cocultivo de leucocitos de sangre périférica de persénas
adultas normales con las lineas celulares osxéi, 0s8X-2, LPF4S9, -
HBV=-60, LNG-83 LFE=~24 y VC~2, se llevS a cabo en 5 experimentos,
utilizando para ello 5 donadores dlstlntos y usando siempre cuan-
do menos 2 lineas de. sarcomas y una de fibroblastos. .

En nlnguno de los casos se observ5 -interacci6n de los 2°ti-~

pos celulares en las 2 prlmeras horas de incubacibn, tanto e‘
sencia como en presencla de suero fetal de bovino. Esta: 1nte

cién fué detectada a partlr de 1as 24 hrs de 1ncubac16n en todas'

las lineas celulares pero en- dlferentes grados (tabla 7)

En las lineas celulares,‘el g}ado de interaccibn vari§ desde
muy bajo en las lineas LPE-24 y ‘LBF=~ 59 hasta muy alto.en el caso
de las lineas HBV-GO y LNG-83 (tabla 7, fig. 14}). ,

La 1nteracc16nrque se. establec16 entre las celulas adheren—-'

tes y los 1eucocxtos fué a nlvel de membrana, con predomlnlo en-

tre los leucoc1tos del tlpO‘llnfOCltlco sobre el mono

15). Se consxdet&“como ‘una interacclén débll cuando se encontra--'
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ron hasta 3 leucocitos adheridos a las cé&lulas blanco, una inter-
accién fuerte cuando eran de 4 a 15 y como una interaécién mﬁj'éé
fuerte con mis de-15, lleyindose a observar hasta 70 leucocitos.

Cuando la‘interaccién era débil, los leucocitos presentaron
una unibn membrénal reducida y una morfolSgia de tipo normal. ---
Cuando la interaccidn era fuerte, se presentd unibn mis intensa -
entre las membranas, teniendo los linfocitos una configuracién -~
tal, que se observaba un citoplasma abundante, llegandose en:oca-

siones a distinguir los nucleolos (fig. 15}.

Para determlnar si esta 1nteracc16n celular producia act1va~' ¢

dores celulares (11nf0c1nas), capaces de blastogenlzar a- lOS;ll‘

focitos de sangre per1fér1ca, se cultlvaron 3 lineas celulares

A partir del qulnto dla de cultlvo, las c&lulas de tlpO llnfo 

citico que permanecian en suspen516n presentaron un claro cambio

nolégicas (fig. Jg_y_gq)f 5



TABLA No, 7

INIERACCION DE LEUQCCITOS DE SANGRE PERIFERICA [JUMANA OON LAS DIFERENTES LINEAS CELULARES

ilnteraccidn débil con Interaccién fuerte con Interaccidn muy Yucrte

LIUEAS CELULARES
leucocitos % leucocitos . con leucocitos 4
#ib, Normales (VC-2) 17 . * 0
Lk o1 Lintoblastoma {(LFE-24) mn . Q

Clistivcitoma (HBV-60) 42

TFib. Normales (VC=-2)
Bap.'2 -Hintiovitoma (HBV-60)

Ostensarcoma {0SX-1)

Linfoblastoma (LFE-24)

Liposarcoma (LPP-59)
Bxp. - 3. GLljosarcuma (LNG-83)

asteoyarocma (OSX-1)

onteosarcoma (OSKH-2)

LinCablastoma (LFE~-24)
tup. 4 Lipnsaccoma (LEF-59)

Lipasercoma (LHG-H3)

tinfoblantoma {(Li1-24)
Exp. 9 Riposarcoma (LPE-59)

Liposarcoma {LNG-H 1)

Hota: Tados lon datos fueron tumados a las 24 hrs da r.ocultivo.‘ Bl exparimento 20 T dc)o cocultivandu h.u,ta Yews
W0 dfas, wotlndone que no variaban los porcontajos do LnLuracciGn ‘de log leucovitos con las cdlalag adhu:om’e',.



Fig. 14.~ C&lulas de histiocitoma interactuando muy fuertemente con un gran ni-

zero de leucocitos de sangre periférica (i00X).

1y

iz. 15.~ Una célula de histiocitoma interactuando fuertemente con leucocitos de
sangre periférica. Se ohserva la presencia de linfocitos y monocitos, asi como -

en algunos casos, de sus nucleolos (N1) y citoplasma (C) (400X).




Fig. 16.- Linfocitos de sangre periférica. La célula md3s grande muestra una: mox

fologia tipica de célula plasmatica (1000X).

Pig. 17.- Linfocitos de sangre periférica mostrando diferentes grados de diferen

=1azidn hacia cdlulas plasmiticas (400X).



Linfocitos
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Pig. 19 y 20.- Leucocitos de sangre periférica mostrando agrupaciones celulares
de monocitos (M) y linfocitos, semejantes a las llamadas islas inmunolégicas. -
Asimismo, se distinguen los diferentes estadios de la diferenciacién de los lin

focitos hacia c@lulas plasmiticas (Cp)l (400X y J000X).



83

G) Nfmero CromosSmico.

La détérminacién del nGmero cromosbmico fué realizada en las
lineas celulares VC-2, LFE-~24, 0SX-1, 0SX-2, LPF-59 y LNG-83, por
medio de su tratamiento con colchicina en un lapso de tiempo que -
dependfa de su velocidad de proliferacifén celular. En el caso de
la linea HBV-60, no fué posible la obtencién del nfimero cromostmi
co, ya que su tiempo de doblaje tan largo impedia el tener una --
cantidad suf;ciente de mitbsis en estado de metafase.

La liﬁeé celular VC-2, expuesta durante 6 hrs al tratamiento
con colchicina presentd una' variacidn en el nlmero cfomosdmico de
40 a 48, con’ uh nGmero modal. de 46, siendo E&sto muy claro ya que
se encontré.en 32 de las 50 m1t051s contadas (tabla 8, flg. 2l).

La iinea celular LFE 24 rexpuesta durante 6 hrs al tratamien
to con colch;cxna, presenté una var1ac16n en el nﬁmero cromnosfmi-~
co de 14 a 64, con un nﬁmero modal de 46, siendo éste tambi&n nuy
ev1dente, ya que- se - encontro en 25 de las 50 mltOSls contadas (ta
bla 8, fig. 22). ' k

La linea celular 08X~1, expuesta durante 12 hrs al tratamlen
to con colchicina, present§ una. varlaC16n en el nﬁmero cromoséml-
co de 41 a 48,‘de un total de 30 mitosis contadas. E1 nfimero mo--
dal no pudo ser determinado, pues no existié un nﬁhéro cromosSmi~
co lo suficieﬂteménte constante, ya que los conteos més frecuen--
tes fueron de 9’para 45 cromosomas y de 8 para 42 cromoéomas}ACa—
sefialar que en alquﬁas’ocasiones se lograron observar mitosiéyque
presentaban cromosomaé complétaménte pulverizados‘(tabla—é}—fig,

23),
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La linea celular 08X-2, expuesta durante 8 hrs al tratamien-
to con colchicina, presentd Qariaciones en el nlimero cromos&mico
de 18 a 54, de un total de 50 mitosis contadas. El nfimero modal -
no pudo ser determinado pues no existié un nfimero cromosomal lo -
suficientemente constante, ya que se presentd una gran variabili-
dad de é&stos. Sin embargo, es notable el hecho de que 37 del to--
tal de los conteos se concentraron en el rango de 39 a 46 crbmosg
mas, presentdndose &ste Gltimo en 14 conteos. Cabe aclarar qﬁe én
algunas ocasiones se lograron observar mitosis que presentaban --
cromosomas completamente pulverlzados (tahla 8, fig. é4f: o

La linea celular LPF-59, expuesta durante 6 hrs al tratamlen
to con colchi¢ina, presentd una variacién en el nﬁmero cromoséml-
co de 16 a 47, de un total de 50 m1t051s contadas. El nﬁmero mo--

dal no pudo ser determlnado pues no - ex15t15:un nﬁmero cromosomal

embargo, se encontré una alta frecuenc1a en el nﬁmero de conteos

en el rango de 40 a 46 cromosomas, ya qun aqui se:encontraron ‘36
del total de los-conteos..- Cabe senalar que ‘en’ algunas oca51ones -
se lograron observar mitosis que p:esentaban_cromosomas completa-
mente pulverizados (tabla 8, fié 25) T Ly
La linea celular LNG-83, fué expuesta ﬁnlcamente durante 3.-
hrs al tratamiento con coiChic1na, debido a que en'los prlmerqs -
subcultivos su prollferac16n era més réplda que‘en la curva:de ~-
crecimiento presentada, ya que cuando se reallzé ésta, su veloci-

dad de proliferacién fud de acuerdo a su adaptacién in vitro. La
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variacién en- el numero cromosbmico fu& de 39 a 46, de un’ total de
30 mitosis contadas. El nfimero modal no pudo ser determlando, Ve
pues no existié"un nlimero cromosomal lo suficientemente constan--
te, ya gque los*cbnteos més frecuentes fueron de 6 para 44 croﬁosg
mas y de 8 para 46 cromosomas. Cabe senalar que en algunas'ocasig
nes se lograron observar mitosis: que presentaban cromosomas  com--

pletamente pulverlzados (tabla 8 f1g 26).




TAD LA No. 8

* NUMERU CRONOSGMICO DE LAS DIFERENTES LINEAS CELULARES

NUMERG D
CROMOGOMAS

LINGA
CELAHAR

14716718 24 25 27 28.29 30 32.3

435363771839 40 41742 43 44745 46 47" 48 49 50 54 64

TRATAMIGH

PIEMBO DR NUMESO DE -
i HoOMITOSIS =
TO. {hrs) ©  CONTADAS

FIBROBIAGTON

(VC=2)

LINFOQHLASTOMA
(LFE-74}

OSTEOSARCOMA
(onx~1)

OSTEOSARCOMA
(OnX=2)

LIPOSARCOMA

(LEP-59)

LIPOSARCOMA
{LNG-414)




Fig. 21.- Metafase de la linea VC-2 (1000X).




Fig. 23.- Metafase de la linea celular OSX~1, donde se pueden observar 44 cromo

somas y posibles pulverizaciones (P} (1000x).

Fig. 24.- Metafase de la linea celular 0SX-2, donde se pueden observar 46 cromg

somas y posibles pulverizaciones (P} (1000X).



Fig. 25.-

mosomas’ (1ooox)

Fig. 26.- Metafase de la linea celular LNG-83, donde se pueden observar 43 cro-
mosomas (1000X}.



90

‘DISCUSION

Un total de 12 blOpSlas fueron puastas en cu‘
un lapso de tlempo que no fué mis alléd de las 24 hrs desde su ex~
traccibn hasta el momento de su siembra.. Con51deramos que este --
lapso de tiempo transcurrido, no afectd directamente la eficien--
cia en la proliferacibn de las células édherentes a partir de las
biopsias, ya que como ha sido encont;ado previamente, la eficien-
cia de la proliferacidn celulg£ en'e1 cultivo de tumores no es -~

afectada si la biopsia es,seﬁbréda'ahtes,de las 36 hrs de sSu-ex—-

traccidn {29). b,'jf’,ﬂ"*

En nuestros ex; erlmentos, en- 7 de los 8 casos de los sarco-—

mas, las células aparec1eron en el sustrato de cultxvo en’'un ran-

go de t1empo4que var:& de '2.a 12 dias a p rtxr—de  1n1c1o del cul
tivo, 1la excep016n se. .obtuvo: en el hlstlocltoma flbroso maligno,

donde las;celulas tardaron 30~dias gn mlgrar hacla el sustrato de
cultivo, lo éuai pudo ser debido aﬁkrieﬂz ﬁniiferacién que présen
tan las céiulas de este £ipo"dé sarcomas in vive (B86)-. En lo que

respecta al porcentage de ef1c1en01a de proliferacién de los cul-
tivos procedentes de estas blOpSlBS, se obtuvo 1gualmente una ex—
cepcidn al comportamiento general de mis del 50%, éste-qaso-fué -
el condrosarcoma, en donde se observ8 que solo q1v36% dé los cul-
tivos presentaron éroliferacién celular, pudiéndoée'atribuir éé~-
to, a la gran cantidad de estroma que exhibe normaimente este ti-~
po de tumor (39) y en consecuencia una baja densidad celﬁlar;'lo

gue a nuestro. juicio-disminuiria notéblemente el contact§ §i:e;to'

de las células {en la superficie de la biopsia) con el medicfaﬁ?é
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ante externo y por lo tanto existiria menor probabilidad de que
las c@lulas proliferaran fuera del tejido. Por otro lado, los fi-
broblastos reactivos procedentes del linfoma linfoblistico y del
ganglio tuberculoso, tardaron en migrar del tejido al sustrato --
de cultivo 30 y 13 dias respectivamente, asi como tuvieron un por
centaje de eficiencia de cultivo de 37 y 38%. Como fué descrito -
en nuestros resultados, al cultivar la biopsia de un paciente con
linfoma linfoblastico, tuvimos ademds de una proliferacién de cé-
lulas en suspensifn, de tipo linfocitico, una proliferacién de cé
lulas adherentes de tipo fibroblastico. En consecuencia considera
mos que si las células en suspensibn representan a la poblacidn -
maligna, las células adherentes serian fibroblastos que prolife--~
ran répidamente debido a una respuesta de tipo reactivo. Por tan-
to, el establecimiento de una linea celular de este tipo nos ber—
mitird el poder hacer comparaciones con fibroblastos malignos pro
venientes de sarcomas. ‘ :
Estos resultados nbs;inaiégﬁ%éﬁé 7las células procedentes de
sarcomas a gxcepciSnjdei-ééﬁdroééféoﬁa, gue tuyo una densidad ce-
lular muy bajappreééhfarbhruﬂa‘gfan adaptabilidad a nuestras con-
diciones de cultivo, en-comparacifn con las cé&lulas de tipo reac-
tivo. Aunque posteriormente se discutirdn datos mas especificos so
bre la malignidad de los cultivos procedentes de estos sarcomas,
creemos que esta gran adaptabilidad puede ser indicio‘de élla)'si

consideramos que una célula maligna ha llegado a: lndependizarse -

de los factores reguladores externos para. su prollferac16n. 57”

Dentro de larmorfolog;arque p:esentan;la elulas en cultl-—
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vo, tenemos gque los fibroblastos normales provehiéntes_de pielnhuf

mana y los fibroblastos reactivos (del linfoma linfobldstico) exhi:

bieron caracteristicas similares, como son, su pequeio tamaﬁofceig}
lar y su forma alargada o fusiforme con escaso citoplasma. Estas e
caracteristicas morfolégicas concuerdan con las observaciones rea-
lizadas para fibroblastos de origen humano (40). Siendo que existe
un gran problema para diferenciar morfolbgicamente en cultivo in =-
vitro entre fibroblastos normales y cé&lulas malignas de origen me-

senquimatoso, a todo lo largo de este trabajo se realizaron culti-

vos paralelos con fibroblastos normales para tener un puntq de,éqg!»
paracidn de las propiedades evaluadas. Por otro lado, las célulés.
procedentes de ganglio tuberculoso, difirieron morfdlégicamente de;;_;i
los fibroblastos de piel y del linfoma lihfobléstico;'yarque pre~~.
sentaron un mayor tamano celular, asi como pollmorflsmo y caracte-

risticas cxtoplasmétlcas que'nos hacen pensar en una mayor act1v1-':

dad sint&tica.

Estas caracterfsticas’ tiplcas de

sugieren que las células obtenldas a partlr deltejido. de gangllo
tuberculoso pueden ser de este—tlpo

En 7 de los 8 casos de sarcomas, estas céhﬂas present ,on un‘

mayor tamaho que las de tipo flbrobléstlco,:asi ‘como- una'forma d1—
ferente, ya. que mostraron pleomor£ismo celular en los que se’ 1n-—~ '

cluia pr1nc1palmente formas trlangulares, estrelladas e xrregula—-*‘f:“

res‘ Sélo en el caso de las c8&lulas provenlentes de lelomlosarccma,

se observaron c&lulas de tlpO fu51forme, que semejaban’ més blen a'

celulas de ‘mGsculo liso. En cuanto a las caracteristicas cxtoplas-"

O métlcas, se observaron dlferenc1as entre las mismas células neoplé
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sicas, ya gue en las cé&lulas provenientes de los osteosarcomas’ —-
(0SX-1 y OSXQ21, condrosarcoma, liposarcoma (LNG-83), Schwannoma,
histiocitoma y leiomiosarcoma, el citoplasma presentd una gran ac
tividad sint&tica, posiblemente debida a una mayor produccién de
sustancias especificas de las c&lulas de origen. Lo anterior nos
induce a pensar gue estas c&lulas se encontraban més diferenciakm
que las obtenidas a partir de los otros sarcomas.

Por otra parte, en algunos casos las c&lulas presentaron nf-
cleos con caracteristicas indicadoras de alteraciones de tipo neo
pldsico, como fué la picnosis en las cé&lulas provenientes de osteo
sarcoma, Schwannoma, histiocitoma y leiomiosarcoma; cériorrexis -
en las células provenientes de liposarcoma y Schwannoma y en'e}'f
caso de leiomiosarcoma la presenciarde 2as5s nﬁcleos:en la'méYO&—
ria de las cé&lulas. V . kk . Vk

En base a lo anterior podemos deducir, éUefdesde:uﬁrpuhﬁofdé
vista morfolbgico, las células provenientes de ias;biopSiASAdéfl-
sarcomas a parte de diferir grandemente de las céluiaérhormaiés,
exhibieron caracteristicas tipicas de alteraciones neoplésicas;

Un criterio aceptado para establecer si las célulaé'de~tipo—
fibrobldstico mantenidas en cultivo in vitro son de origen malig-
no, es mediante la pérdida de inhibicién por contacto;'La linea ~
celular de fibroblastos de piel mantenida en nuestro laboraﬁorio,
presentb coumo era de esperarse, este tipb de inhibicién. Sin em--
bargo, las c&lulas fibroblésticas provenientes tanto del linfoma
linfoblastico como del ganglio tuberculoso perdieron esta propie—

dad, ya que las primeras proliferaron formando capas multiples y
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las segundas en agrupaciones de c&lulas sobrepuestas aln sin haber
confluencia, lo cual fu& similar al patrSn de proliferacién que =--
presentaron la maybffa de los sarcomas. Por otro lado, tuvimos el

caso de un liposarcdma (LNG-83), cuya proliferacibn era estricta--
mente en monocapa. En consecuencia, consideramos que nuestros re--
sultados indican, que la inhibicibén por contacto no es una propie-
dad exclusiva de las c&lulas normales y de la misma manera, la pér
dida de esta inhibicién no es una propiedad distintiva de las c&lu
las tumorales. Siendo que los diferentes cultivos efectuados con -
fibroblastos normales manifestaron tanto los patrones de prolifera
cién de monocapa, de multicapa y de agrupacxones, suponemos que el

tipo de prollferac16n in vitro dependeré del 51tlo de procedenc1a

de las células y. no de mznallgnldad P r otro lado, se lleg6 a de-
tectar gue en todos los cultlvos en donde 1ntervenian células no -
malignas, se llega a’una 1nhlblc16n por: den51dad Este fen6meno -
consistid en una inhibicién en la: proleeracxén celular una vez -
que el cultivo llegaba a una c1erta den51dad uEn contraste,flas 11
neas provenientes de los sarcomas humanos no presentaron 'in v1tro

esta inhibici6n por densidad, ya que el numero de células contlnua
ba aumentando, aunque mis lentamente,: despues de haber pasado-la ="

etapa de proliferacifn exponencial. Para determlnar 51 este patrén

de proliferacifn lenta ovedecia a un tlpo de c1nét1ca especIflco,
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ranto de lineas malignas como no malignas, para determinar si estz
seguna fase de crecimiento exponencial es exclusiva de células can
cerosas y obtener de esta forma un nuevo criterio de malignidad ir
yitro. Tal y como era esperado las c&lulas de mayor tamafio,tuvie--
ron una densidad de saturaci®n menor como fué& el caso para la 0S¥-
-1 con 14,553 cel/cmz, mientras que las c&lulas mds pequeiias tenfan
la mayor densidad de saturacibn de alrededor de 45,000 cel/cm2 pa-
ra los fibroblastos normales. Es interesante hacer notar gue tantoc
la densidad de saturacién como el tamafio celular de las lineas fi-
broblisticas LPE-24 y VC-2, sean semejantes a pesar de gque la pri-
mera prolifera en multicapas, mientras que la segunda lo hace en -
monocapa. A nuestro criterio, &sto es posible s6lo si el mismérnﬁ-
mero de cé&lulas que al proliferar ocupan su lugar en la ﬁltlma ca-
pa vy existiera un mismo nfinero de c&lulas que mueren en las capas

inferiores, o si en lugar de una prollferaCLGn exlste un reacomodo
de las células en monocapa ‘para formar las capas superlores Armes
tro juicio la prlmera 1nterpretac16n seria la correcta ya que du--
rante la determ1nac;6n de 1os ‘conteos celulares, sxempre ‘se encon-
traba un niimerc 1mportante dg restos celulares. Sin embargo, para

aclarar esta situacifn seria conveniente el efectuar determinacio-
ces de indice mit6tico a lo largo de la formacibn de las diferen--

tes capas. Por @iltimo, cabe mencionar que los 2 osteosarcomas (0sx

-1 y 0SX-2), presentaron también el mismo tipo‘defdensidad ceiﬁ?——
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de células malignas tienen por lo general una densidad de satura-
cién mucho mayor que aquellas formadas por células no malignas --
(13, 85), este concepto antagoniza con los datos presentados en -
este trabajo. La mayoria de los trabajos en los cuales se obtie--
nen densidades de saturacibn mayores para las c&lulas transforma-
das, por lo general é&stas no son malignas, de lo cual surgiria el
concepto de que existe alglin mecanismo de transformacién especifi
co asociado a la malignidad. Sin embargo, existen algunos traba--
jos en los cuales las c&lulas malignas tuvieron una densidad ma--
yor a la de fibroblastos de piel del mismo paciente (94). Es evi-
dente que un estudio mds detallado es necesario para aclarar este
comportaniento que presentan las cé&lulas malignas asi como las de
origen normal. :

a partif de lbs datbs obtehidds éé la§ cut9$s de proiifefa-—

cién, encontramos ‘que los tlempos de doblaje de las lineas flbro-'

blisticas normales (LF ; fueron menores que los obtenl

e sarcomas,'lo cual corrobora. -

lenta que la mallgna _
Cuando se evalu‘vel tlempo de}latenC1a de 1las dlferentesrii-
neas celulares, se encontr6 que para la linea HBV-60 éste fué nu-
lo, lo cual como dlSCUtldO anterlormente, nos 1nd1ca el alto gra-
do de lndependenCLa que presentan estas células a las condzcxones
de cultivo y por 1o tanto su malxgnldad Hay que hacer notar que
&sto Gltimo es apoyado por el estudlo hxstopatol6gxco en el cual

se dlagnostlcé como- un: tumor altamente agresivo. En consecuencia,
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proponemos que el cultivo in vitro de células procedentes de sar-
camas, nos da una posibilidad de evaluacién de malignidad a través
del tiempo de latencia que presentan las cé&lulas neopl8sicas. Au-
nado a ésto, si tomamos en consideraci6n que esta linea celular -
(1BV-60) obtuvo el mayor tiempo de doblaje in vitro (156 hrs) y -
que in vivo corresponde al tumor de evolucibn mids lenta, nos da -
una indicacibn de gque estas c&lulas son de origen maligno, pues -
aparte de la estrecha correlacién del comportamiento tanto in vi~
tro como in vive, existe tambi&n el alto porcentaje de eficlencia
de cultivo discutido anteriormente.

Dentro de los sarcomas cultivados hubo 2 osteosarcomas y'2 -
liposarcomas. Las lineas de osteosarcoma presentaron propiedades
cin8ticas muy semejantes entre. si, mientras que laé deilipogarco-
ma diferian grandemente en este aspecto. Esto segﬁﬁ lo discutire-
mos m&s adelante, nos iluétra-la forma en que loé,cultivos celula
res contrlbuyen a la determlnac16n del grado de diferenciacibn ob
tenido por las celulas en dlferentes tipos de sarcomas. Por lo --
que con51deramos, que los 2 osteosarcomas presentaron un grado se
mejante de’ dlferaxnac16n, lo cual se corrohora con los diagnbsti-
cos histopatolégicos, mientras que para los liposarcomas, la 1I--
nea LPF-59 era mucho m&s indiferenciada que la LNG—83; siendo &s-
to contrario, por lo menos en nuestras condiciones de cultivo, al
diagndstico histopétolégico que sefialaba un grado de diferencia~--
cién celularréimilar para -las cé&lulas proveniéhtes,deylas 2 biop~-

sias.

Una vez discutidas lés;pioéiédadesrmorfoiégica§’yfde cinéti-




98
ca de proliferacibn, que confieren a nuestras lineas un comporta-
miento que se puede identificar como maligno, procederemos a con-

tinuacién a discutir los resultados obtenidos para otras pruebas

usadas normalmente en la identificacifn de maliéhidad como son la
formacidn de colonias en agar, existencia de enzimas citoplasmiti
cas, produccifén anormal de coldgena y nmero cromosémico.

Se sabe que los fibroblastos humanos cultivados in vitro no

presentan formacién de colonias en agar, a menos que se agregue -

un factor llamado factor de crecimiento de sarcomas (SGF, del in-
glés sarcoma growth factor) (45, 99), por el contrario algunos fi"
broblastos transformados, o c&lulas provenientes de ciertos creci#'
mientos malignos presentan esta forma016n de colonias. Aunque la

explicacibén que se da-a- este hecho no es’ clara, ‘este fenémeno po-.

dria representar la adqulslqlén de’una'nueva capacidad prolifera-
tiva de las célulés; dada,§a'seakpdt la traﬁsformacién misma, o ‘-
por la presencia delrfactor SQF. Siendq que ninguna de nuestras -
lineas fromaron colonias en agar, afin-en presencia de medio—cqﬁd‘
cionado por ellas mismas, podemos pensar gue el tipo de trdhéfb:
macibn asociado a los sarcomas, no conflere esta propledad ‘a‘las:
células. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que en la llteratu—
ra existen trabajos en los cuales un pequeno porcentaje de lQS~5-
sarcomas cultivados en agar, dieron lugar a la formaciGn;de;¢qi§73
nias. Seria interesante estudiar el efecto que pudiese tenef¥e ‘
factor SGF en la induccibén a la formacibn de coldnias'énﬁaéé;;
ra pecder corroborar la func16n ‘del mismo., ‘ i

En caso de que pudlese 1nduc1rse a nuestras células aila‘for
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rmacién de colonias en agar, nos permitiria lé realizacién debclo-
nados, 1lo cualbhos proporcionarfa la vantaja de poder trabajéf }-
con un sistema mAs homogeneo y de separar células dentro de una’-
misma transformacifn maligna, con diferentes grados de diferencia
cién.

La produccibn de coldgena, como se pudo observar en los re--
sultados, es mayor en las c&lulas tumorales que en las células de
tipo fibrobliastico, esto nos indica, que a pesar de gue el proce-
so maligno conlleva a un estado de indiferenciacibn celular, es--~

tas células conservan una caracteristica importante del tejido me

senquimal, como.es la produccibn de colégena. Por otro lado, la -

menor produccién de coldgena encontrada en las c&lulas fibroblés-
ticas, no &s anormal en cultivo de tejidos, pues es conocido que -
los fibroblastos in vitro tienen una baja produccién de esta pro-
tefna. Si se qqiete ver . aumentada 1a'producci6n de coldgena, es =
necesario la éaiciéhide Séido aScéfbico, para que la sintesis de

esta malécula se vea lncrementada a niveles normales encontrados

in vivo (68). Ahora blen, ‘se observ6 que en todas las llneas celu:

lares existe una mayor cantidad de coldgena en el medio de cultli

vo que en. la capa celular; lo-cual es normal, ya que la mayor can

tidad de coldgena se encuentra d11u1da en el medlo, en; la
de su precursor procoligena y solo una pequena'cantldad‘de
se polimeriza y se precipiﬁa para‘formar‘ié matriz egtrégélﬁiér -
(90) . ' v :

La presencia de: altos nlveles de fosfatasa &cida detectada -

en las lineas celulares HBV-GO, osx 1, .0SX-2, LPF-59'y LNG—83, y
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no en los fibroblastos normales, nos indica una alteracidn en su =~
expresidn fenotipica ya que normalmente las c&lulas de tipo osteo-
citico y adipocitico no presentan una cantidad significativa de es
ta enzima y las de origen histiocitico la presentan en bajas canti
dades. Por otro lado, en el caso de la determinacién de fosfatasa
dcida tartrato resistente, tanto las c&lulas provenientes de sarco
mas como las fibrobl&sticas dieron una reaccibn positiva similar,
por lo que no se puede decir que sea una pardmetro indicador del -
origen o de alteracidn tumoral. Siendo gue esta enzima no se encuen
tra normalmente en fibroblastos normales, podemos pensar que la --
existencia de ésta en nuestros cultivos, posiblemente es debida a
las condicionés comunmente utilizadas para experimentos in vitro.
Ademis, la'produccién de fosfatasa alcalina por parte de las c&lu-
las neopli3sicas, se ha considerado como un indicador distintiVO'de
alteraciones mallgnas, lo cual se corrobora al no. detectarse acti-

vidad de esta enzima en flbroblastos normales y si presentarse ac-

tividad, a excepc16n de la linea HBV— en el”resto de las :lineas
de sarcomas. g
Por Gltimo; adémﬁé Héflésrtinciones para fosfatasa dcida y al

calina, se llevé a cabo la determinacibn de lipidos'eﬁ laS’iineés

procedentes de los.liposarcomas los cuales resultaron negatlvos, -

confirmandose de esta manera el fenotipo alterado que

chas c8lulas. Asimismo, a la linea HBV-60 se. le h1c1eron“pruebas -

para demostrar la presencia de receptores para Fc. y CBb pnumxxnén
de peroxidasa, secrec16n de lisozima y fagoc1t051s.,Ahora blen, la
ausencia de estas caracteristicas histiociticas" en la linea HBV 60

tipicas de estas células, puede venir 1mp11cada dlrectamente, como
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on el caso de las lineas lipidicas, por alteraciones producidas en
el desarrollo maligno, lo que provocaria una pérdida en la semejan
za con las cBlulas a partir de las cuales se originan.

Dadas las caracterfsticas biogquimicas presentadas por las 1li-
neas celulares procedentes de sarcomas, y en el caso de la‘linea -
HBV-60 también inmunoldégicas, consideramos que las células neopli-
sicas no solo se caracterizan por tener un proceso de desdiferen--
ciacién, sino que ademds puede existir un proceso de diferenciacibn
aberrante, esto es, adquieren caracteristicas funcionales que no -
corresponden con el tipo histolégico del cual provienen, siendo &s
to causado por procesos anormales en la represidn y expresién de -
su material genético lo cual se refleja en su fenotipo. Este proce
so de diferenciacidn aberrante puedr ner inclusive entre lineas ce
lulares malignas originadas de un mismo tipo histolﬁgico, como fué
en el caso de lag lineas celulares 0SX-l-y 08X-2, gque exhibieron -
distintos niveles en la produccibn de éolégéna,'fGSfatasa alcalina
y &cida, asi como- tapbién existieron diferencias eh la produccibn
de esta Giltima enzima en las lineas celulares LPF-59 y LNG-83.

El nﬁmero}cromééémico diploide de 46 exhibido por las lineas
fibroblésticaé'VC—z:ykLFE—24, nos proveen de un buen punto de com-
paracibn, el cual nos asegura que las caracteristicas-cromosomales
presentadas por lés lineas de sarcomas, son realmente represehtati
vas de las alteraciones que pudieran tener éétaskcéigia§~in:vivo -

y no consecuencia de alteraciones provocadas' por las’condiciones -

de cultivo.
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sémico, se;efeqtué_ié é§téémiﬁa¢i6nbdeIPhﬁﬁérb cromosoral paré las
4 lineas de sarcoﬁas‘bsx;i,‘osx~2, LPF~59 y LNG-83. En ninguna de
estas determinaciones se encontr6 un nimero modal clarc, indicéndo
nos con esto, la inestabilidad del material genético gqgue presentan
estas c@lulas. Adem8s, se observ6 en todos los casos al:eraciones
aneupldidicas  mis especiiicamente del tipo hipoploide, la cual es
una de las caracteristicas distintivas que poseen las c8lulas de -
origen maligno. Por lo tanto, lo anterior nos da un indicio mis pik
ra reafirmar que las liIneas celulares obtenidas a partir de las -~
biopsias de sarcomas, son realmente de origen maligno. Por otro“la
do, las células de las limeas 0SX-1l, 0SX-2, LPFQSS y LNG-83 exhi-~-
bieron mitosis con algunos cromosonas complefamente pulverizados,
lo cual sugiere que-&stan infectadas por'vifﬁS}_apoyando Ge esta -
manera, la teoria gue propcne una alteracidn mhligna de origen vi-
ral en los osteosarcomas y lipcsarcomas (1G,79). Sin embargo, se--
ria recomendable que en futuros trabajos se determinara en forma ~
precisa, si estas pulverizaciones son prqvqcadas por una infeccidn
viral aldquirida en el proceso de cultivo;’b si la presencia de vi
rus es una caracteristica comGn de estos~séréomasiin vivo. Por G1-
timo, es interesante hacer notarfque‘ehﬁfe‘la lineas de origen adji
poso obtenidas, hubo una alteraciég:éihiiérfen 2l nGmero cromoso—--
mal ya que se encontrd un altélpdrcenﬁaje de mitosis con 44 cromo-
somas, siendo semejante al encontfadq para 46 éromosomas. Sin en-~-~
bargo, hay que destacar que tanto la morfologia como el comporta--—
miento in vitro de estas 2 1lfneas fué muy d;;imil. Esto se puede -~

interpretar como que en ambos casos hubo el mismo factor etiolégi~
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co causante de la transformacibn neopléisica, pero que las cé&lulas
alteradas se émqontraban en diferentes etapas de su proceso de di-
ferenciacibn. Por otro lado, no se encontraron alteraciones cromo-
somales, semejantes entre las 2 lineas de osteosarcomas, ya gue --
mientras una mantuvo como mayoritario el nfimero de 46 cromoscmas,
la otra presentd predominante 42 y 45. Siendo que en estos casos -
ambas:lineés de osteosarcoma tenian tanto morfoldgia celular como

. éqmﬁortamiento in vitro semejante, prodriamos suponer qgue para es-—

te caso no hubo un agente etilbgico comGn que origino estos sarco-

mas, pero que las cé@lulas se encontraban en semejantes condiciones

‘dé diferenciacibn. Es evidente que en ninguno de los casos analiza
dos disponemos de un marcador de alteracibn cromosomal, ya que &s-
\i:ttﬁé'norse presentaron en forma modal, por lo tanto creemos que se-~
‘fié pertinente el realizar estudios cariotipicos en los cuales sea

 pos1b1e determinar en forma prec1sa, la ausencia de algln o algu——

Slendo “que es conoc1dc que los macréfagos tienen la propledad

de; 1nteraccxonar con los llnfoc1tos de sangre perlférlca como” un’ -
paso en el proceso de la respuesta 1nmune, al grado de formar aso—

ciaciones 1lamadas 1slas 1nmunol6glcas, supusimos. que un buen mar

cador,. para la 1dentxf1cac16n del orlgen hlsthCIthO de. la lin

HBV 60, consxstia .en: evaluar la ‘capacidad de 1nteracc16n de es

t;vo.‘sinlembargo, al reallzar los experimentos de 1nterdcé16n~de§'
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pués de 1 hr de cultivo, se observd que dicha interaceibn no se --
producia, Supusimos en consecuencia, que la interaccién detectada
entre los leucocitos y las células de la 1lfnea HBV-60, no represen
taba al proceso de formacibn de islas inmunoldgicas (el cual es me
diado por receptores y deberia ser a corto plazo), Sino a un proceso
de reconocimiento entre c¢&lula maligna y leucocito normal que al -
cabo de 24 hrs haya favorecido una interaccibén de reconocimiento -
mds fuerte.

Este concepto de reconocimiento de células malignas por leuceo
citos normales, no fu& reforzado, ya que al estudiar el efecto de
la interaccidn que pudiesen tener estos leucocitos con las otras -
c&lulas malignas, encontramos que el grado de dicha interaccibfn ~-
cambiaba en cada linea celular. La {inica correlacibn que se di6 en

tre este fenbmero y las caracteristicés celulares estudiadas la en
contramos con el tiempo de doblaje, ya que mientras este tiempo ==
aumentaba tambi&n se incrementaba la interaccidn con lencocitos.
S§i tomamos en consideracifn que el tiempo de doblaje no ésta
directamente relacionado con el grado de malignidad de las cé&lulas
en cultivo, sino mis bien al grado de diferenciacidén gque las cé&lu-
las hayan alcanzado al momento de su transformacién maligna, consi
deramos que si la interaccifn con leucocitos esti directamente re-
lacionada con el tiempo de doblaje, puede este fendmeno dar lugar
a un ensayo clinico mediante el cual se determine el grado de dife
renciacibén de cé&lulas provenientes de diferentes tumores. Sin em--
fargo, no queda claro el porqué el tiempo de interaccidn por -noso-

tros detectado estd tan Iintimamente asociado al tiempo que tarda -
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una c@lula en duplicarse. Es evidente que mis estudios son necesa=-
rios, para evaluar si algln fenSmeno especifico sucede'edvlas éélg
las durante su procesco mitbtico, que haga que los leucocitos no --
puedan llegar a detectar algln marcador gue produsca una reaccifn
inmunoldgica importante. O que por otro lado, mientras las células
se encuentran més diferenciadas, pueden aparecer ciertos recpeto--
res membranales que permitan al sistema inmune su reconocimiento.

El hecho de gue la interaccidn entre los leucocitos y las cé&-
lulas adherentes tenga una funcidn de defensa inmunolSgica, esti -
dada por la produccidn de linfocinas las cuales activaron a~1§s -
linfocitos gque no participaron en la interaccibn directa, yaiqué -
se encontr8 que aparecian conforme al tiempo de cocultivo células
semejantes a linfoblastos y células plasﬁéticas entre los linfoci-
tos en suspensibn, asi como varias célﬁlas en proceso mitdtico. Es
tos resultados indican que'la interaccién de un cierto tipo de lin
focito con las células tumorales, puede inducir a otro tipo de lin
focito a producir linfocinas con propiedades de blastogenizacién,
gue den lugar a la fabricacibn de anticuerpos antitumorales por cé-
lulas plasmiticas y a la proliferacibdn local de c&lulas T inmuno--
competentes. Este mecanismo de activacién fué muy importante, lle-
gando a présentarse un 20% de c&lulas activadas a los 5 dfas de co

cultivo.
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CONCLUSTIONES

1) Dadas'las caracteristicas morofolbgicas, bioqdimicas, inmu
nolBgicas y nlmero cromosomal presentadas por las éélﬁlas obteni--
das a partir de las biopsias de sarcomas, pensamos gue &stas son -
realmente de origen maligno.

2) Las células malignas cultivadas ianitrofprésenta:oh~una -

de cultivo

mayor independencia a los factores medio ambientale

que las células no malignas.

3)

la ‘nHlblClon por contacto, asi como tamp otes exclusiva de las -

células malignas cultivadas in vitro: el reklm_ nto en capas mﬁltl
ples. ’ " o

5) Las cé&lulas neoplésicés h6 s6lo se caracterizan por tener
un proceso de -desdiferenciacibn, sino que ademds existe un proceso
de diferenciacidn aberrante que puede ser causado por procesos anor
males en la represifn y expresifn de su material genético.

6) La interaccifn de leucocitos de sangre periférica humana -

con c&lulas cultivadas in vitro, esta relacionada con la tasa de -

proliferacidn de &éstas y probablemehteQéonksu>grado de diferencia-
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més malignas no fueron siempre las més indiferenciadas.

En resumen podemos decir que-el trabajo agqui descrito aporta
importantes avances en la parte teSrica, en donde se contribuyé al
entendimiento del proceso de maliénidad y su correlacibén con el --
grado de indiferenciacifn de las cé&lulas tumorales, mediante la --
utilizacidn de lineas celulares inmortales provernientes de sarcams
humanos, y en la parte aplicativa se dan las bases para un ensayo
mediante el cual, a corto plazo, se determine el grado de indife--
renciacién de un tumor, al interaccionar con leucocitos de sangre
periférica y relacionarlo con ia ﬁasa de proliferacibn, asi como -
el grado de maliéhidadTéirbﬁténer el tiempo de latencia de las cé-

lulas tumorales,eh'qﬁlﬁivérin‘vitro.
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A B ENDICE 1

Composicifn de Algunos Medios Quimicarierte Definidos (mgl™

M E D I o s AL
Sustancias 193 850 NCTC CMRL M § SM-2 -  §-103. - Bagle's’
109 1066 Medium : »Medium
L-alanina 50 25 3 25 —m e 27 e
Ac. L-amiro- : ' e s
butiril —
L~arginina-
HCL 70
L-asparagina - 3
Ac. L-asparti 3
L~cistina 20
Ac. L~glutfmi :
o 150 -
L~glutamina 100
Glicina S0
L~histidina 20
L~-hidroxipro
lina 10

I~isoleucine 40
I~leucina 120

L-licina 70
L-metionira 30
IL~ornitina -
I~fenilamina 5Q
L~prolina 40
L~serina 50
L~taurima -

L~treonim 60
L-triptofaro 20
I~tiresina 40
L-valina 50




Piridoxina
Riw=flavina
Tizzina

vit. 512
n
s

vis.

Decczadeno

5ime
Desa:»:i:iti
dira

Descixzua-

CEINE




S-metilei-
tosina
S-metildeso
xicitidina
Timidina
2-desoxiri-
bosa
D-ribosa
Cocarhixila~
sa

Coenzima A
Difosfopi-
ridina
Flavin adeno
sina '

dina

Uridinatri- = -

fosfato
Lecitina

Ac. oleico
(olesterol
Glueosa
D-glucosamina
Glucuronolac-
tona
Glutatidn
Acetato de
sodio
Glucuronato
de sodio
Aderpsina~
trifosfato
Etamol

NaCl

Trifosfopiri-




KCl
CaCl,
MgCl,
Mgs0,
NaH,PO,

NaZHPO4

KH2P04

NaHQO 3

Preparac16n de Medlo ‘de” Eagle - : e :
Se mide ‘un volumen de agua bldestlladakS% menor al vclumen de
medio total deseado, utlllzando para éllo 2 matraces. Se ad;cxonan
13.4 g/1 del medio de Eagle en polvo (Glbco Laboratorios, U.S. A ),

agitandose suavemente, se agregan 3 7.g-de bicarbonato de SOle,.—

0.2 y 0.3 menos del que se’ desea, que es de 7

dcido clorhidrlco) y se esterlllza por f11trac16n co,

carhono, pasdndolo a través;de una membrana con poro ae 022



sustancias:

membrana mlllpore cuyo poro es de 0 22-

clave.

tilada, las 51gulentes sustanc1as-”

Preparaciéﬁ;dé'Sdlucién amortiguadora -de Posfatos.(PBS
- PBS con calcio y magnesio.-= :

En 1 litro de agua bidestilada, se dis

Cloruro de calcio——;——-—-—gé
Cloruro de sodio-———-_-_--__,f;_
Fosfato de sodio monobésicé;
Fosfato de potasio monobésiébéff
Clorurc de magnesio—--;u-—44”"
Cloruro

Una vez

- PBS sin calcxo Yy s;n magnesxo.

Se prepara la soluc15n anterlor,

calcio y magnesxo, 51endo su. esterlllzac16n

"APENDICE IV
Preparaéién de*Verseno{ i

Para preparar el Verseno se agregan e

- Tris Base-—‘--g..v.;...'-.':.__'_'—..;_T»;t;:;
_ Cloruro de SOle—ﬁj-,_:--;k—;-r,--:.:
Cloruro de” pota51o—--_-___-_

Et1len-dlamln-tetra-acétlco(EDTA)--- O 20 g
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Posterlormente se aglta, se afora‘a’l 1t con agua bldestxlada
se ajusta el pH a 7. 7 con’ dcido clorhldrxco 10 Ny se esterlllza ;'

por medio de autoclave a 20 lb durante:20 min.

APENDICE vV

Preparacibén de Reactivos para Fosfatasa Alcalina:

Para la preparacibn de la solucibn que contiene el sustrato eg
pecifico en la tincibén de fosfatasa alcalina, se disuelve 1 mg .de
Vaftol AS-MX (Sigma Chemical Co., U.S.A.) en 0.50 ml de N,N Dime--
tilformamida (Sigma Chemical Co.; U, s AL ) ‘una vez disuelto el Nafr
tol AS-MX, se agregan 5 ml de una soluc10n amortiguadora de ace-
tato veronal 0.1 M a pH 9y por ﬁltlmo,se disuelve en esta soluc16n
1 m3/m1 de sal rojo rspido-fR'kSiéma.CAemiéél Co., U.S.A.). Para -
preparar la solucidn amortiguadora de acetato veronal, se disuel--
ven 1.17 g de acetato de sodio y 2.94 g de barbiturato de sodio --
(Mallinckrodt Chemlcal Works Co., U.S.A. ) en lOO ml de agua destl--

lada. De esta solucidn se toman S ml y se: le adlclonan 0. 25 ml de-

dcido clorhidrico 0. 1 N, ésto ‘se mezcla con l7 75 ml de agua destlf‘

lada. - ,,zr;?i',ﬁ}“,1 

APEN D"’I’*CE VI ,

Preparacién de Reactivos para Fosfatasa Ac1da-ﬂu

Pra la preparacibn de la solucibn ijadora, se toman 2 ml de
una solucibn concentrada de citrato (*) y se mezelan con 18 ml de
agua destilada, a &sto se adicionan 307ml de acetona. Esta‘sclucién
se debe de preparar en el momento de usarse.

Para la preparacibn de la solucién conteniendo el sustrato es
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pecifico en la tinecidn de‘fosfatasa dcida;--se téman 2-ml de Qna 80
lucidn de Naftol AS-BIL Acido fosférico’a una concentracifn de 12.25
mg/ml en N,N Dimetilformamida, se mezclan con 2 ml de una solucién
2.5 M de acetato (*) y en el caso de medir la enzima tartrato re--
sistente, se agregan 2 ml de una solucibn 0.67 M de tartrato (*) y
a todo se le agregan 44 ml de agua destilada. En el caso de que =
no se vaya a medir la enzima tartrato resistente, se elimina la ég
lucibn de tartrato y en lugar de 44 ml de agua destilada se adicig.

nan 46 ml. Una vez preparada esta soluc16n, se agregan 15 mg de'

sal Rdpida de Garnet GBC, se mezcla hlen y se- flltra _por: p:pel'w b
man No. 54. ‘ i

(*). Estqs react

APENDI c“E'r'VIIf,:

Preparaclén de Reactlvos para Peroxldasa

Para preparar la solucién que contlene el sustrato especmfxco
en la tincidn de peroxidasa, se dlsuelvefel.reactlvo 1ndxcador de
peroxidasa (*), el cual contiene 25:mg. de p Fenllendlamlna de $c1-,~
do clorhidrico'y 50 mg de catecol en 50 ml de una soluc16n de 20

mM de maliato de Trizma. (*), se calienta ‘a 37°C v por Gltlmo se le

adicionan 0.2 ml de perbxido’de’ hldrégeno al 3%

para peroxida

(*). Estos reactivos bienen en el K;t,‘NQ

sa de Sigma ChemicélVCo.,”U.S{A. .
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APENDTICE VIII

Preparacién de Soluciones para Determinacibn de Colégéna:

A contirvacidn se describe la preparacidn de los reactivos em
pleados en la técnica para determinacibn de coldgena:

-Solucifn estandar de hidroxiprolina.- Una solucibn es prepa-
rada por dilveidn de 25 mg de hidroxi-L-prolina cristalina (Sigma
Chemical Co., U.S.A.} en 250 ml de &cido clorhidrico 0.001 N ,.El
estandar eg preparado por diluciones con agua destilada barajobﬁe_
mer concentraciones de 1 a 5 ug por 2 ml, )

-Buffer de dcido citrico y &cido acético glacial.- 5 g de.dci
do citrico monohidratado, 120 g de acetato de sodio trihidratado,
34 g de hidréxido de sodio, son diluidos en 12 ml de &cido acético
jlacial y finalmente ajustados a un volumen de 1 lt. El pH debe co
rregirse a un valor de 6, siendo guardada en refrigeracibn con unas
gotas de tolueno.

-Cloramina T .- A 0.05 M se prepara esta solucibn, disoiviaﬁh
1.41 g de cloramina T (E. Merk.,rAlemania), en 20 ml de agua desti
lada con 30 ml de metil cellosolve (Sigma de M8&xico) y 50 ml del -
buifer de &cido citrico-8cido ac&tico. La solucidén es guardada en
un frasco ambar.

-Acido percldrico.- Una solucidén 3.15 M es preparada por dilu
cibén de 27 ml de 8cido perclérico al 70% en 100 ml de agué‘deéﬁilg
da. ' » .

- p- Dlmetllamlnobenzaldehldo.— Se prepara una soluc16n al 20%
un poco antes de ser usada, ad1c10nando ‘metil cellosolve a- 20 g de

p-Dlmetllamlnobenzaldehido (E. Merk, Alemanial; ‘dando ‘un volqmen~-
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APENDTCE IX

Preparacibn de Soluciones para Determinacién de Lisozima:

- Suspensidn de Micrococcus lysodeikticus .- Se colocan 25 mg

de paredes bacterianas de M. lysodeikticus, en 100 ml de una solu-

cibén amortiguadora de fosfatos 0.067 M a un pH de 6.25 . Esta sus-
pensidn es pasada posteriormente a través de una malla fina para -
quitar las particulas mds grandes y asi obtener una solucién'hbmo—

génea.

- Soluc16n de lisozima.- Se colocan 100 Hg de 115021ma, en 1

ml de una solucidn amortlguadora de fosfatos de 0.067 M con un pH
de 6.25 , de esta solucibn se toman alicuotas para obtener d;lpc1g

nes de 5 hasta ‘20 ug/ml.

AP ENDICE X

Preparac16n de’ Eritrocitos Activados de Carnero (EAL.

Se toman 0 5 ml de sangre de carnero y se lavan 3 veces con
3 ml de éBS,Vcentrlfugéndose durante 3 min a 5009 cada vez, después
se agregan 2 ml de PBS y 2 ml de IgG (Cordies Laboratories, U.S.A.)
diluida 1:60Q en PBS sin calcio y sin magnesio. Se resuspenden las
cBlulas y se incuban durante 30 min a 37°C, pasado este tiempo, --
los eritrocitos se lavan 3 veces con PBS de la manera antes descri

ta y finalmente se resuspenden en 4 ml de PBS.

Preparacibn de Eritrocitos Activados de Carnerd»més‘bohbl

to (BEAC):
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Se toman 2 ml de ‘EA ":8 mlﬁde PBS y 0% 2 ml de suero -humano .- -

rormal diluido 1: Soien PBS Las celulas se resuspenden y se. incu--
»an durante 30 mln a :7°C despues de pasado este tiempo, se lavan

veces con PBS, de]andoseren un volumen final de 2 ml de,PBS; L

APENDTICE XI

Preparacién de Ficoll-Paque:

La solucidén de Picoll para lleyar a,cabOilglééééé;é;§ﬁyaéffég'
ocitos mononucleares se hace de acuerdd a.ia éi§;ienté‘formula$ -
3e prepara una solucifn de Ficoll (Ficoll {OO};farmécia Fine'Chemi
cals, Suiza) al 9% en agua destilada. De esta solﬁéién sé tomah 24
ml y son mezclados con 10 ml de una,soiucién Hypacue (Ninthrop ;f

Products, U,S.A.) al 34% en agua destllada. Estas. 2 soluc1ones se {

mezclan perfectamente, guedando con una den51dad final de l 07

g/ml . La esterilizacibn de esta: soluc16n se’ ‘1leva a cabo po

de autoclave a 10 1lb de preSL§n du;an'
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