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R E S U M E N 

Se cultivaron in vitro 10 biopsias procedentes de sarcomas.•-

humanos, obteniéndose Gnicamente en 5 de los casos líneas c~L~la-

res (un histiocitorna, 2 osteosarcomas y 2 liposarcomasJ. E~tas ~! 

neas exhibieron características propias de células malfgnas¡:como 

son: una alta eficiencia en la obtención de los cultivos prima---
• 

rios, una morfología aberrante, una alta producción de colágena, 

fosfatasa leida y alcalina, así como un nGmero cromos6mico de ti-

po aneuploide; Se ~tilizil~on ~omo punto de comparación en las di-

ferentes pruebas realizadas, cultivos de fibroblastos normales 
- . 

tanto de piel humana como reactivos de ganglio. Por otro lado, se 

presentó una interacción de las células malignas con leucocitos ~ 

rnononucleados de sangre periférica humana normal, observánd~se ;._ 

que oicha interacc.ión aumento en relación directa con el tiemp-ci·;. 

de doblaje presentado por las délulas in vitro. Por Gltinio, sec~-

discute la posible iri~eracci6n de las células malignas y ~~~·le~~ 

cocitos =omo un mecanismo de reconocimiento de la diferenciación··-

celular, la independencia entre diferenciación 

cstable=en nuevos patrones de crecimiento 

líneas malignas como para las 
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I N T R o D u e e I o N. 

Cultivo de Tejidos Animales. 

En el siglo XIX (9), en base a los problemas planteados para 

un mejor estudio embriol6gico de tejidos animales, se comenzaron a 

establecer técnicas en las cuales se trataba de prolongar la vida­

de las células fuera del organismo. Este interés se debía princi-­

palmente, a la importancia que se daba al medio ambiente interno -

eri la regulaci6n 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 éste reaccionaba con el tejido mismo y 

regulaba sus actividades, por lo que sería neceario, si se querían 

estudiar las propiedades fundamentales de las células y de como es 

tas arectaban su ambiente interno, separat·las en sistemas artifi-­

ciales en los cuales no habría la influencia del organismo. 

El primer intento fué realizado en el año de 1885 (89), cuan­

do se m~ntuvo placa neural de embri6n de pollo en una soluci6n sa­

lina caliente y se obtuvo que la forma cerrada del tubo neural es 

una funci6n primaria de las células, y no corno se suponía,· un efe~ 

to directo de la presi6n mecánica ejercida por las estructuras ad­

yacentes. 

En 1907 (38), se desarroll6 una técnica que·permiHa observa­

ciones in vitre de las fibras nerviosas de anfibio. Posteriormente, 

esta técnica de cultivo fu~ adaptada a animales poiquilotermos, en 

donde se descubrieron las ventajas del plasma sanguíneo como medio 

nutritivo. En 1931 .(14), se logr6 establecer una línea de ctHulas 
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de tejido conectivo de pollo, la cual se mantuvo en multiplicación 

continua durante 34 años. Este trabajo tuvo el mérito de conservar 

la esperanza de poder comprender las leyes del crecimiento y dif e­

renciaci6n celular. 

En aquel entonces, las soluciones nutritivas para mantener in 

vitro a células animales, consistían principalmente de suero san-­

guineo (72). Después se utilizaron diferentes tipos de fluidos cor 

perales, así como extractos de tejidos. La complejidad de éstos im 

pedía realizar experimentos en los que pudiera observarse el efec­

to de una sustancia en particular sobre las células, por lo que era 

indispe~sable la creaci6n de medios químicamente 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 llev6 a cabo en el año de 1911 (53), cuando se mantuvo -

tejido de embri6n de pollo en una soluci6n salina suplementada con 

aminoácidos, polipéptidos y glucosa. Siendo posteriormente descu-­

bierto, que el extracto a.e este tejido contenía además factores de 

crecimiento (72). 

En posteriores experimentos (24), se utiliz6 un medio basal -

compuesto de plasma, suero y extracto de embri6n de pollo, todos -

ellos dializados contra una soluci6n de Ringer-glucosa, para remo­

ver los componentes de bajo peso molecular. se observ6 que este m~ 

dio no sostenía multiplicaci6n, ni supervivencia celular, pero Ola!!. 

do se le adicionaron nutrientes químicamente definidos obtuvieron 

un buen crecimiento celular. Fué así como encontraron un método p~ 

ra estudiar a los promotores del crecimiento celular de bajo peso 
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molecular. 

De esta forma se conocía que el medio basal suplementado con 

sales inorgánicas, glucosa, fructosadifosfa to, glutamina, cisteína, 

glutatión y otros aminoácidos, era capaz de sostener el crecimien­

to y reproducci6n celular, lo cual pudo ser confirmado en posteri~ 

res trabajos (64, 110), 

En 1946 (110) , se reportó una soluci6n nutritiva que mantuvo 

una cantidad considerable de tejido_ cardiaco de embri6n de pollo -

durante algunas semanas, este medio estaba constituido por 20 in--

gredientes de composici6n conocida. Cuatro años más tarde (64), fué 

ideada una soluci6n más adecuada que contenta un complemento de. --

3minoácidos y vitaminas, así como algunos constituyentes de los áC;h. 

dos nucl~icos, algunos met.aboli tos y factores de crecimiento. 

En base a estos medios definidos se logr6 probar el efecto.de 

un número cada vez más grande de sustancias, tanto inorgánicas co­

mo orgánicas sobre el desarrollo celular. Con ésto se descubri6 lo 

indispensable de algunas sustancias para el crecimiento celular, -

tales como las bases nitrogenadas (purinas y pirimidinas) en la -­

formaci6n de los ácidos nucléicos, .el ácido asc6rbico y los grupos 

sulfhidrilos del glutatión y cisteína parai6~;procesos de 6xido--
º~. ~Óo-o':.c-~~/;>. _--'._~~-;;-::·, =,=- -

reducci6n, así corno en la conforrnacl6ri deprot~ínas. También se --
'~ :. . :· . . : ' : 

descubrió lo indispensable d.e los 'ácfd~s grasol~ara la formaci6n 

de los lípidos y una gran cantidad de;fa~to;es y enzimas que regu-
- .. . : .::.,,_.-::·: ;'.~_::·-~< '.<'.' 

!aban el metabolismo celular .. (72) •. Sin embargo, no bastaba con la 

presencia de estas sustan~fa:: ;c:z.ni que era .necesario conocer su -

concentración 6ptima pa~~'.'~1 ,bu~ri dci~~~~~il.o 
.·.;,··-. 
~;,C~-oo ~"··:i~/ic~',.¿~ 

0 

.; 
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se establecieron una serie de medios químicamente definidos (apen-

dice I) a partir de experimentos con diferentes tipos de tejidos • D~ 

versos investigadores establecieron por separado sus propias form~ 

las, empero, todos concordaban en la regulaci6n del pH, que debe--

ria tener valores de 6.8 a· 7.2 . Esto se logr6 a partir de diferen 

tes sales que actuaban como amortiguadores y que al mismo tiempo -

proporcionaban los elementos inorgánicos indispensables, tales co­

mo sodio, calcio, magnesio y potasio (72). Sin embargo, no fue si-

no hasta 1955, en trabajos con células de HeLa (21) , cuando se de-

sarroll6 el primer medio mínimo esencial, el cual era capaz de sos 

tener la proliferaci6n activa de células de mamífero sin ningún ti 

po de suplemento (apendice I) • 

Estos medios aunque proporcionaban los elementos básicos para 

la vida, pueden ser suplementados con sueros, principalmente de c~ 

ballo y fetal de bovino y en ocasiones de humano, ya que estos co!!. 

tienen importantes promotores del crecimiento celular (hormonas y 

proteínas), pero es tan.compleja su composición que no se ha podi­

do identificar más que .un pequeño nl1Inero de sus elementos y aún m~ 

nos el papel específico que estos juegan (60, 76). 

Obviamente, aunado al desarrollo del cultivo de tejidos, se -

establecieron las condicionesº físicas óptimas para el crecimiento 

celular, imitando las .. que ·se presentan en el organismo de los mamf 

feros. Para ello .se •emplea una temperatura de 37°C, una composici6n 

atmoesférica de bióxido de .carbono de 5 a 10% y un ambiente .hGrnedo 

saturado (96). 

Una vez establecidas. las condiciones fÍsicas y químicas ópti-
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mas para el crecimiento y desarrollo celular, surgió el problema -

de continuar los cultivos sin necesidad de recurrir a nuevos teji­

dos, ya que las células detienen su crecimiento al cubrir el sus-­

trato donde se cultivan. Por lo que era necesario evitar que alean 

zaran altas densidades, haciéndose indispensable su resiembra ha-­

cia otros sustratos. Esto·se logró a través de un tratamiento con 

enzimas proteolíticas como la tripsina, que digiere las proteínas 

con las que las células se adhieren. al fondo del plato (81). Sin -

embargo, se ha observado que las células no sólo se adhieren por -

proteínas en el sustrato, sino que también emplean cargas de iones 

divalentes tales como calcio y magnesio. Para poder anular estas -

cargas, se emplean soluciones salinas conteniendo ácido etilen-dia 

min-tetra-acético, el cual es un agente quelante que capta iones. -

divalentes (4). De esta manera se facilita la separación de las cé 

lulas del sustrato de cultivo y se evita además un mayor daño en -

la membrana celular. 

Diferenciación Celular. 

La diferenciación celular se puede_definir comó,el 'procese> 

por el cual se originan diferencias estables entre _las células de 

;m organismo (lB). Entendiéndose por estabilidad Ia situación en que 

aq'lellas no pueden volver a su estado indiferenciado, perdiéndose 

generalmente su capacidad reproductora y restringuiéndose de esta 

manera a funciones altamente especializadas (7, 37). 

El proceso de diferenciación celular en animales se dá a par­

tir de la gastrulaci6n, etapa embrional en la cual se constituyen 
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las 3 hojas germinales, a partir de las cuales se van a formar los 

diferentes tejidos y órganos (lB). Sin embargo, persisten células 

indiferenciadas durante la vida del organismo, que continuan en r~ 

producción, de tal manera que la población de células diferencia--

das es renovada constantemente (36). 

De todo lo anterior, surge la siguiente pregunta: ¿Cuales son 

los factores que determinan la diferenciación celular?. Esta pre-­

gunta ha sido parcialmente contestada, como se verá a continuación 

en los estudios realizados sobre cultivos celulares in vitro. 

Factores importantes en la inducci6n-de la diferenciación de 

las ctHulas hematopoyéticas han sido estudiadas en forma extensa -

recientemente (108), en donde se ha descritó la transformación de 

los pro-eritroblastos hacia eritrocitos, por el factor inductivo -

llamado eritropoyetina. Así como la producción de granulocitos y -

macrófagos, los cuales son formados a partir de una cél_ula precur­

sora comGn encontrada en la mlidula 6seaJ Est~ Gl timo precursor, ir..'.;_ 
- '. . ' . '. ·~ ·_ .' ' - . ,. · .. 

cia su proceso de diferenciación aLfener contacto con la granulo-

poyetina, llamada factor estirnularit~-de colonias, o inductor de ma 

crófagos y granulocitos. 

se ha observado que la diferenciaci6n celular también es debi 

da a factores intrínsecos de la propia c~lula (113) , ya que se en­

contró que los mioblastos (células precursoras de las fibrasmusc~ 

lares) se dividen 2 ó 3 veces en cultivo y a partir de entonces c~ 

mienzan a agregarse y fusionarse en fibras musculares multinuclea-

das. También se observó que aunado a este proceso la diferenciación 
.· . -= .: -

está asociada con la aparÍ..ci6~- de estriaciones cruzadas y contrae-
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tilidad, demostrando que la dife~enciación de este tipo celular es 

un proceso inherente a la misma célula. 

También se ha observado que el proceso de diferenciaci6n no -

es unidireccional (33), pués la conversión de fibroblastos a célu-

las adiposas, depende solamente de la continua disponibilidad de -

una fuente rica en nutrientes, bajo condiciones en las que no es -

posible la divisi6n celular. Este proceso sin embargo, es reversi­

ble cuando las condiciones nutricionales no son las adecuadas. 

Cáncer. 

a) Características Generales. 

El nGmero de definiciones tan diversas que existen pará,desér.!_ 

bir las neoplasias es indicación clara de que ninguna de ~lÍas 'es-
satisfactoria. Sin embargo, en este trabajo se considera.que Una -

neoplasia es "una neoformaci6n constituida por acumulaci6n anormal 

de células, cuyo crecimiento excede del de los tejidos, normales y 

es incoordinado con el de los mismos• (74). Asimismo¡.las neopla--

5ias se dividen en 2 grandes grupos: benignas y;malignas; siendo -

:!Stas Gltimas llamadas comunmente cáncer 

Los tumores benignos estan caracterizados por \lna·estructura 

lUe es frecuentemente típica del tejido de otÍ.g~~,· COn cillulas bien 

.iiferenciadas y crecimiento lento. Las f igllra~.iri'.~'t.St:Í.cas. son infr~ 

;uentes y las que se observan son usuak~~~~ ri~~~i.es /su crecimicn 

c:o es en forma de masas localizadas y e)tp'~~slfa.~s'.~~d~aclas de una 

·:iembrana fibrosa llamada cápsula. J::"n c:,(>n~f~_~t~~-.los. tumo;es. malig­

:;os presentan comunmente c~lulas i'nd~ferenciadas con un alto por--
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centaje de divisiones, en donde se observan muchos cromosomas anor 

males. No presentan una encapsulaci6n, caracterizándose por creci-

miento infiltrativo y erosivo, originando inclusive con el tiempo 

el establecimiento de colonias en partes distantes de su lugar de 

origen. Bste último proceso de colonizaci6n se conoce como metásta 

sis, o crecimiento tumoral secundario, causando en la mayoría de -

los casos la muerte del organismo (19, 86). 

Las células cancerosas exhiben características especiales co-

mo son entre otras: el escape de los mecanismos de control. del or-

ganismo, el aumento en el potencial de crecimiento, alteraci6n de 

las membranas celulares, aparici6n de nuevos antígenos y antígenos 

de superficie, aparici6n de anomalias cariotípicas, así como el d~ 

sarrollo de transformaciones.morfol6gicas y bioquímicas (86). Sin 
- . - '. ·~,-'-. - -_ : ::~ -o - -

embargo, aunque las células malignas son indiscutiblemente células 

alteradas, los cambios pueden ser muy sutiles, de manera que estas 

tienen aspectocasi idéntico al de los equivalentes del tejido noE_ 

mal, o la modificaci6n es muy grande, en medida tal que pierden to 

da semejanza con las células de origen (desdiferenciaci6n) (86). 

Asimismo, las propiedades alteradas de una poblaci6n de células can 
-- ,----,. ·-- -.. -,-. 

cerosas puede cambiar de tiempo en tiempo, dando lugar a diferen-"" 

tes estadios en el desarrollo del tumor, a lo que s.e. C()l1.C)ce bomo -

evoluci6n neoplásica (107) ~ 

Las alteraciones funcionales de. la célula maligna:; tienden .a 

ser paralelas a las alteraciones morfol6gicas. Las b~l~las tumora­

les bien diferenciadas pueden conservar todas las fa~ultades espe­

cializadas de las células de los tejidos originales. '-Por ejemplo -
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l.'.).S tumores de células de islotes, que provienen de las células e, 
["Jeden elaborar insulina (86) y las células tumorales 6seas mejor 

diferneciadas fabrican matriz ósea (35, 86). En contraste con estas 

células funcionalmente bien diferenciadas, están la mayor parte de 

las células malignas, escasamente diferenciadas, que no tienen fu~ 

ción especializada residual y actúan solo como "fábricas" ingober-

nadas de sustancias celulares, estas células se dividen y destru--

yen por invesividad todo tejido en su camino. Ahora bien, es impo~ 

tante mencionar que en ambos tipos de tumores, no sólo se presen--

tan las células neoplásicas, sino también aparecen células fibra--

blásticas que pueden ser de tipo reactivo, o no reactivo que que­

daron incluidas dentro de la masa tumoral por invasividad de ésta 

(46, 107). 

Conforme las células_de.algunos tllmores se tornan menos _dife­

renciadas, pierden algo de Su especificidad. bioquímica y -t,ienden a 

converger en un cuadro enzimático propio (78). En otras palabras -

las células malignas llegan a parecerse más entre sí, que a. las cé 

lulas normales que les dieron origen. Esto también es aplicable a 

las características morfológicas, puesto que las células que han -

perdido toda semejanza con las células normales exhiben en la may~ 

ría de los casos¡ una morfología común cuyas principales caracte:.-

rísticas son las siguientes: pleomorfismo celular y nuclear: cocí~ 

te núcleo-citoplasma l:l e. incluso 1:2 en lugar del normal 1:4 : -

núcleo picn6tico (dada la ·gran acumulación de corrnatina, la cual -

se arregla en acum'ulacÍ.ones toscas en la membrana nuclear, desta-­

cándose el canto?=:~º del núCleo) , núcleos grandes en ocasiones mlll­

tiples y presE!~Ciac}e 1 c:~iulas gigantes inultinucleadas (86). Por 
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otro lado, estas células pueden tener ta~bién un proceso de dife--

renciación patológico en el transcurso de su evolución, como se d~ 

muestra con el hecho de que adquieren secreciones de proteínas es-

pecíficamente embrionarias y producción de hormonas ectópicas cara~ 

terísticas, que no presentan en sus estados normales de diferencia 

ción (86, 107). 

La diferenciación de las cél.ulas cancerosas suele ser índice 

útil de su nivel de malignidad y de su grado de proliferaci6n.''En 

general, cuanto mayor sea la diferenciación, más lentamente crece­

rá la neoplasia y a la inversa. una desdiferenciaci6n más intensa 

se acompaña de crecimiento más rápido. En base a esta idea, se han 

realizado clasificaciones de las neoplasias malignas en las cuales 

se relaciona el grado de diferen~iaci6n de las células con la mal.i~ 

nidad, siendo más maligno un. tumor cuando sus células se encuentran 

muy indiferenciadas y viceversa (86). Sin embargo, esta clasifica-

ción no es del todo 'exacta, ya que s.e ha comprobado que algunos t~ 

mores bien diferericÜicl~s crec~n .con rapidez sorprendente y que 'las 

lesiones no dife;~~ci1d~~ pueden crecer lentamente (61). Esto hace 

necesario estudi~~ ·mr;,~;&fundos sobre la relaci6n que existe entre 

diferenciación ~e .. ~ª~.,C::~~lulas y su grado de malignidad, con, el ,fin 

de realizar una clasificaci6n de l.as neoplasias malignas más acor­

de con su comportamiento y su pronóstico en el ~ndividuo. 

Hasta ahora, hemos descrito en forma general, las caracterís­

ticas que presentan las c~lulas cancerosas y las diferentes etapas 

de su desarrollo en el organismo. Sin embargo, aún quedan preguntas . . . 

por contestar, ¿ cuales son. los .factores E!tiol6gicos' que producen 
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los tumores malignos? , y ¿Por medio de que mecanismo este, o estos 

factores etiológicos transforman las células normales en malignas?. 

En la actualidad, la primera pregunta se ha respondido parcialmen-

te, ya que se han descubierto varios agentes de naturaleza diferen 

te, que actuan como carcin6genos en las células normales, estos --

agentes se pueden clasificar de la siguiente manera: los químicos 

(cerno son hidrocarburos policíclicos, los colorantes azóicos, las 

aflotoxinas y la 2-$-naftilamina), los agentes virales (entre los 

que se encuentran ciertos virus del.tipo de los papovirus y adeno­

virus) , los físicos ( entre los. que apa:récen las radiaciones y los 

ionizantes), humorales (ta~to-Í~¡¡·"horínonas como los estrogénicos y 

la prolactina) y por tlltimol~~:hiutac.Í.ones somáticas espontáneas -

(que agrupa a e factores ne:> i~~Jf¡i{6~~()~)< Eri lo qué respecta a la 

segunda pregunta, ésta~till~ci ~~~~do contestada, ya que aunque 
'' •< 

hay muchas causas comprobadas de cáncer, no se conoce a ciencia 

cierta, los mecanismos por los cuales acttian y tampoco ha sido po· 

sible postular un mecanismo correspondiente para cada agente etio-

16gico conocido, Por este motivo, la patog€mia debe de explicarse 

de una manera general, tilmando en cue~ta que muchos factores pue:len 

desencadenar lá-s transformaciones l86, 107) • 

Las teorías lllás aceptadas para explicar el mecanismo de la 

transformaci6n maligna son: la teoría de la alteraci6n genética y 

la teoría de la supresi6n de la -'retroalimentaci6n. La primera teo­

ría propone que los agentes cá.rcin6genos actlian modificando pat~n­

ternente el genoma, los cuales·.pioducen trastornos manifie~tos del 

cariotipo (aneuploidías, hipoploidías e hiperploidíasl, 'o incluso 

tras tornos epigenéticos. Estos trastornos a nivel del· gerioma -se ve 
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rí . .:in aumentados a través de las sucesivas generaciones, a causa de 

mutaciones espontáneas, adquiriendo de esta manera las células ma-

lignas una nueva capacidad de síntesis de proteínas, lo cual alte-

raría irreversiblemente su expresi6n fenotípica (86). Por el con--

trario, la teoría de la supresi6n de la retroalimentaci6n, supone 

que los trastornos genéticos y epigenéticos de las células cancero 

sas, no les conduce a la adquisici6n de una nueva capacidad para -

la síntesis de proteínas, sino más bien esta modificaci6n se refie 

re a la pérdida de la facultad de la célula para la regulaci6n de 

sus funciones normales (95, 107). Ahora bien , en la actualidad no 

se ha podido precisar si los cambios que conducen a la transforma­

ci6n maligna se origina en una sola célula (origen monoclonal) , o 

si ocurre simultaneamente en muchas células adyacentes (origen po­

liclonal) . Sin embargo, lá mayor parte de las pruebas experimenta­

les y clínicas apoyan más fuertemente a la teoría de un origen po­

liclonal del cáncer (36, 86). 

La transformaci6n maligna de una célula, no implica en.sí el 

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

vez transformada tiene que enfrentarse a infinidad de factores me-

dio anbientales adversos, que obstaculizarán en forma importante su 

proliferaci6n, siendo principalmente un_o de estos factores el sis­

tema inmune del organismo. Los primeros indicios que sugieren el -

papel preponderante que juega el s_istema inmune en la defensa del 

organismo contra el desarrollo de proce~os· roaÚgnos, da tan de 1959, 
' . . : ,:~:. 

cuando se encontr6 que la presencia :de' linfocitos en cierto tipo -

de twnores es de buen pronei~.tic_C>)~ra el paciente, ya que estos -­

pueden retardar el desarrollo tumoral primario, o inclusive inhibir 
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el desarrollo de posibles metástasis, mientras que en los casos 

que no hay infiltraci6n de linfocitos en los tumores, es de mal 

pronóstico (27) • 

A partir de estas observaciones,se halt estudiado las caracte-

rísticas inmunológicas que·' presentan las clHulas malignas, desa-

rrollando así modelos experimentales tanto in vivo como in vitro, 

de tal suerte que se ha descubierto la presencia de neoantígenos -

de membrana característicos de las células tumorales, los cuales -

permiten el reconocimiento y ataque de éstas por parte de las célu 

las inrnunocompetentes. Esto ha llevado a la postulaci6n de la teo-

ría de la "vigilancia inmunol6gica" (27, 47), la cual supone que -

siempre se están desarrollando células malignas en el organismo y 

que las células T están patrullando continuamente al huifisped, .bus­

cando y destruyendo este tipode células, antes de que se conviertan 

en tWt1ores clínicamente detectables. Sin embargo, en esta teoría -

no se explica como es que el sistema inmune falla y permite_ de. es­

ta manera la proliferaci6n de las cifilulas neoplásicas. Por. lo .que 

se han propuesto teorí.as como la de los factores bloqueadores del 

suero, la cual propone, que estos factores impiden la lisis de. las 
- ---e_-.-, . - " 

células transformadas, ya sea cubriendo los sitios antigénicos, o 

formando complejos antígeno-anticuerpo impidiendo así el ataque, -

por parte de 1.as células inmunocompetentes, asi como la .teoría de 
·.. . -, 

la inrnuno-estimulaci6n, la cuaLpostula; que una respuesta iruiiune 
' _-., ',·' 

a niveles inadeacuados para promover la regresi6n del tumor,- pUede 
':· -

ayudar más bien ai.creCimi~nt.o de éste (47,50). :'.;'·' 

Las células. que adciptári_ el papel principal en la d~f~nsa .del' 
···, ·-. 
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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 células cancerosas. Así, los linfocitos B fabrican anti 

cuerpos específicos contra los neoantígenos de las células malignas 

gracias a la estimulación que reciben por parte de los linfocitos 

T, o los macrófagos. De la misma manera, los linfocitos T pueden -

actuar en procesos de citotoxicidad, sin intermediarios, al igual 

que los linfocitos asesinos (Killer, .K), o los asesinos naturales 

(Natural Killer, NK) (116) • 

:: :::::::s ~e acepta que, el ;d~~ai:r~llo de tUrnoies m~lig~o{ se 

puede dividir en 2 categorr~s, .. deac~'erdo ~ su ~rci~'~~~gcii"~·~·()·'.~ -­
sus células de origen, ya que si éstas'f!o~'~p~~te;ÍÚ~~s·~~~f~~~i~iOOn 
carcinomas y si las células son no. épiteliaiE!s ,··a·mes"~~éiti:iJíl~ie~ se 

denominan sarcomas (35,36, 74). 

El tejido mesenquimatoso, que procede del mesodermo embridna­

rio, cumple en el cuerpo humano importantísimas funciones como.son 

entre otras, las de sostén y conformación de los demás tejidos y -

la de protección contra agresiones del medio ambiente externo (si! 

tema inmunitario) (36). 

El mesodermo, que está compuesto de células mesenquimatosas, 

da origen a 2 tipos de tejidos/ el epitelio y el tejido conectivo, 

caracterizado este último, principalmente por células tales como -
.: .. · .. ·- ·'· .- ... _ 

f ibroblas tos I cUul_as adiposas, cebadas y macróf agÓs _entre otras 

(7,35) (Fig. 1). 
. -·· ·' 

Existe cierta controversia sobre las rutas de diferenciación 
-- - - - . . '•· ·,· 

celular, debido a que diversos autores han propuesto que los 'cami-



F I GURA No. 1 

PROBABLE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS MESENQUIMATOSAS EMBRIONARIAS 

Miocitos 
\ Microglta 

cé1u1iis;.Gigante8 de Mioblastos 
Cuerpos ;Extraños' 

·· C~lulas Epi teloides \ t 
. ' C~lulas Endoteliales 

MESODERMO 

Células·Mesoteliales-- c~lulas 

. ;·, · Osteobla~¿ 
)'~ / 
··.········.····· / 

Osteoci~os • · Lipoblastos/ ._· __ _. 

<Lipoci¿ Con/droblastos ~ 
Fibroblastos 

Condrocitos l 
Fibrocitos (fibras 

Plasmáticas 

Fibrocitos 
l 

(fibras de colágena) 
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nos de r'!iferenciaci6n seguidos por los diferentes tipos celulares -

hacia su especializaci6n, no es estrictamente lineal, sino que --

existe una potencialidad de transformación de un tipo celular a -

otro (36). 

La poca claridad en cuanto al conocimiento de las rutas de di 

ferenciaci6n seguidas por las células de origen mesenquimal, auna~ 

do al comportamiento anárquico que presentan éstas c~lulas en su -

estado maligno, hace por demás dificil el poder clasificar a los -

sarcomas en forma precisa (35,71). Ahora bien, dentro de la misma 

nomeclatura de los sarcomas existen muchos puntos oscuros, por -­

ejemplo, el nombre que se le da a los tumores benignos se compone­

por el tipo histol5gico de las células agregando el sufijo -orna • 

Asimismo, los tumores malignos procedentes de células mesenquima-­

les se denominan, al jgualque en los tumores benignos, por el ti­

po histológico de las células, pero en este caso agregando eL.suf!_ 
'., . ·'.'.· 

jo -sarcoma • Sin embargo, algunas veces esta regla no .es~ respeta-

da, pues existen sarcomas a los que se les da el nombre:d~->¡~c·~i.r-
sona que los describi6, como en el caso del sarcoma ele Kap~os.i"y -
sarcoma de Ewin .entre otros, o incluso al tipo<his~9{6ijf6;'._k_~'Se .. 

; 0-.'.:_,-. .l-~~~~-.~~·>t-'"'-~~-:" ;'-""" "'t' 

agrega el sufijo -orna como en°el caso delSchwannoma;. ~'hf~tibcito 
--·--=·· .. ~.·.- <;: ;~F:~~;-:::· ;· .~; ... -~:_\?·- ~. -

ma fi::::: :::i:::t~::::
6

:~teri{g~; que'~e ih¿~ -h~~~~; para~~l:.1iasifi 
caci6n de los diferentes sarco~~~'. Cl!) ;is/l!~;;.;,;en:.~\.:pi:~~~~~~ traba 

jo se utiliz6 la clasif.ic~ci.¿~ ~~dti~·!·t>Oi ~obbf~s{S6M•T·:o1i•i1,. po~ 
-:;,·- ,-··;,·.• <·· '•}::e:,- - .•. , ::··,~'..:":-.:··. ;\-~ '.•'·'·;'.\:;~;;t.;·:~:>> 

considerarse la más clar~·> , ·' •;• v :(¡:'• ." .. \h.;e .).',ú '_, 
:t:-~.~;{·->f> -<;;:;:r:_:\~:: · :· ,'..:~: >'-, :~~~-- ·r··:-: ~:·<~i_·~~-·-·_: .~~;~~::_;:·~-~ ;:,< .,"-· "-,:~~-.:, ~-- _:;. 
"'··.-- .. ~··.o.,'.':'.~;;-,-=,.-~~::-;:~';:>: .. ,.,_'.-=-;~'.·,·;-.· .. ··:'" •,' ,._.-,· •... _.';:·:'. 

··~;- _··-_.:·-·-'~ -· -~ < :::<:::·,/ '.•'; :-.. '': .. :' ; ·;.• • ·,, • ·.·:·:;_ •. ·_._';_•._._· .. c·_:~.:,·_,:_·~~-~~~:·'·~.Y_:~;,~_•·_:··;~ 
.. º)_:.:_~\~, :,,. - _.: -. -



T A B L A No. l 

CLASIFICACIO:l DE LOS SARCOMJ1S SEGUN ROBBINS (86). 

TEJIDOS DE ORIGEN 

:;~nc1:1os (compuestos de c6lulas 
r;eoplisicas de un solo tipo) 

~) :~xc~cs DE ORIGEN HESE9QUIMATOSO 

:cJo:!CJ fibroso 

~~~1d0 mixornatoso 

T~~id:) ddiposo 

TeJijo notocordal 

7EJi:J ENDOTELIAL 

\'~sos sanguínaos 

!iesotelio 

V. sanguíneos de 

el CELULAS SA~GUINEAS 

c,;Llas 

:'e¡i.:lo linfoide 

Si.stema 

CRECIMIENTO MALIGNO 

SARCOMAS 

Fibrosarcoma 

Mixosarcoma 

Liposarcoma 

Condrosarcoma 

Sarcoma osteógeno 

Cerdo sarcoma 

Angiosarcoma 
Endoteliosarcoma(Sar­
coma de Kaposi) 

Linfangiosarcoma 
Linfangioendoteliosarcoma 

Sinoviosarcoma 

Mesoteliosarcoma 

Tumor de Ewing(?J 
(endoteliosarcoma) 

Leucemia granulocítica 

Leucemia monocítica 

Linfomas malignos 
Leucemia linfocítica 
Plasmocitoma (mieloma) 

Linfoma tipo histiocítico 
Enfermedad de Hodgkin(?) 

Liomiosarcoma 
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Caracterizaci6n de las Líneas Celulares :·ialignas Cultivadas 

in vitro. 

Como resultado del perfeccionamiento de las técnicas de culti 

vo de tejidos, se ha podido llevar a cabo el mantenimiento indefi­

nido in vitro de células malignas procedentes do tumores tanto de 

ani~ales como de humanos (líneas celulares) (40). De esta forma, -

las líneas celulares malignas se han convertido en una excelente -

he""arnienta para el estudio de la citología, biología y terapéuti­

ca del cáncer (94,103). Además, estas células son también importa~ 

tes, porque sufren procesos de desdiferenciación y en muchos de los 

cas~s exhiben características morfol6gicas y funcionales semejante 

a ~a de sus precursores normales (108) . 

La primera línea celular obtenida de un tumor maligno, fué d~ 

no:c-.::.ada de HeLa, la cual provino de un carcinoma cérvico-uterino, 

ob~enido en el año de 1951 (28). Estas células se han conservado -

hasta la fecha, efectuandose trabajos que han pennitido ahondar en 

los ?rocesos de diferenciación celular in vitro. Este fué el prim~ 

ro de una serie de trabajos que permitió la creación de líneas ma­

lig ::as provenientes tanto de carcinomas, como de sarcomas (97) . D~ 

safortunadamente, el establecimiento de las líneas 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 de~ 

critas 31 líneas celulares provenientes de ttunores malignos, 14 de 

carcinomas y 17 de sarcomas. Asimismo, otros artículos especializ~ 

dos (29,32,94), reportan que solo se han establecido 80 líneas ce­

lulares provenientes de tumores malignos, 20 de sarcomas y 60 de -

carcinomas. Dentro de las líneas celulares obtenidas a partir de -
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sarcomas humanos, se encuentran las provenientes de surcomas oste~ 

génicos (44,49,94), liposarcor:ias (10,63,65), sarcomas de cél'cllas -

gigantes (1), sarcomas de células sinoviales (75), sarcoma neurog! 

nico (103), fibrosarcoma (58, 82), rabdomiosarcoma (15), condrosa~ 

coma (17), leiomiosarcoma (25), sarcoma de Ewin (20) y sarcoma de 

Kapposi {30). 

El hecho de que existan mayor número de líneas celulares pro-

venientes de carcinomas humanos que de sarcomas, no se debe a una 

mayor capacidad de proliferaci6n in vitro de las células epitelia­

les malignas --ya que al. igual que las células epiteliales normales, 

éstas tienen poca capacidad para sobrevivir y multiplicarse bajo -

las condiciones de cultivo--, sino más bien, a que los sarcomas ti~ 

nen una menor incidencia en el humano que los carcinomas, y por. ·lo 

tanto estadísticamente es más factible la investigaci6n en estos -

últimos (79). En contraste con el epitelio, los elementos del tej~ 

do conectivo tienen una mayor capacidad de adaptaci6n para prolon­

gar su proloferaci6n in vitre (40). Esto ha servido para que en los 

últimos años se realicen esfuerzos para cultivar células de tumo:es 

mesenquimatosos malignos, con la espera~za de que tales materiales 

respondan mejor a las condiciones in vitro (94). Otra de las vent~ 

jas para seleccionar sarcomas, es que las células provenientes de 

éstos pueden ser comparadas in vitro con células mesenquimatosas -

derivadas del tejido normal del mismo paciente. 

A pesar de las ventajas que representa el cultivo de sarcomas 

para la obtenci6n de líneas celulares malignas, no en todos los ca 

sos se han dado resultados positivos,. ya que en muchas ocasiones -

se han obtenido fibroblastos normales procedentes del tejido cone5! 
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tivo circundante, o fibroblastos reactivos constituyentes del es--

trema tumoral (22,57,104). Esto puede ser tal vez debido a que los 

fibroblastos normales y reactivos tengan una mayor capacidad de --

adaptación a los factores medio ambientales impuestos en el culti-

vo, que las propias células neoplásicas (29,94). Para superar esta 

problemática, se han hecho diversos estudios acerca de las condi--

ciones específicas necesarias (29), para que las células cancero--

sas se vean favorecidas en su proliferaci6n. Sin embargo, estos i~ 

tentos en su mayoría han resultado negativos, por lo que la crea--

ci6n de líneas celulares in vitro provenientes de sarcomas, más -­

bien es el resultado de un proceso al azar, que de una técniéa de-

finida (94). 

Es conocido que las células malignas próveriíéntes de sarcomas 

desarrollan en cultivo, formas parecidas a las que adoptan los fi­

broblastos normales;>por',10 ~uese.ha tenido la necesidad de impl~ 
mentar diversos criterios pi!.ra.C'lfirmar la malignidad de las célu--

, ·,. ,. __ ,·,;:_ - -_,_---' -. - . - - -

las obtenidas in vú:.i:-o; c'~lllofshn por ejemplo: la morfología aberran 

te de las estructu~as celular~s, la pérdida de sociabilidad celular, 

alteraciones en los mecanismos de proliferaci6n, alteraciones en -

la bioquímica celular, presencia de neoantígenos de membrana y aror 

malidades cariotípicas (13,29,94,103,107). 

Los parámetros morfol6gicos que se toman en cuenta, para la -

caracterizaci6n de células malignas cultivadas in vitro, son en --

esencia los mismos que se consideran en los estudios histopatol6g! 

cos practicados en las biopsias- de los tumores cancerosos (31,114). 

Asimismo, las características "genliticas que presentan las células 

malignas tanto in vitre como in vivo son, como se dijo anteriormen 
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te, aneuploidías, hiperploidiías, e hipoploidías • Sin embargo, se 

ha visto que en fibroblastos normales, el cultivo prolongado in 

vitro puede provocar en estas células, transformaciones que conll~ 

van la mayoría de las veces a aberraciones cromos6micas similares 

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

propuesto realizar los estudios cromosómicos de las células canee-

rosas cultivadas in vitro durante los primeros subcultivos, para -

evitar alteraciones genéticas provocadas por el mantenimiento de -

éstas en condiciones artificiales, y poder obtener así, cariotipos 

que sean equivalentes a los del tumor de origen. Por otra parte, -

se han desarrollado investigaciones en busca de marcadores cromos~ 

males que permitan desde un punto de vista genético, el reconocí-­

miento de una célula maligna,como proveniente de un determinado t~ 

po de neoplasia. Esto se .peJ1s6 en base a qoe:las aberraciones cromo­

s6micas que co~llevan algunas transformaciones malignas se dan de 
. .· _. ,~, . -

acuerdo a un ~tr6n detérminado, dependiendo del factor etiológico 

desencadenant~·:oesafortunadamente, en la actualidad s61o ha sido 

posible el descubrimiento de 2 marcadores cromosomales: uno para -

la leucemia mielocítica cr6nica, en la cual se encontró una trans­

locaci6n entre los cromosomas 9 y 22i y atropara el linfoma de -­

Burkit, en el que se present6 una banda .terminal adicional en el -

cromosoma 14 l52, 86, 95). 

La sociabilidad celular se refiere a las interacciones y el -

control que ejercen la células entre s!, para regular su prolifer~ 

ci6n y mantener .un patrón de crecimiento definido (2). Esta carac­

td'.stica se ve claramente al cultivar in vitro células fibroblásti 

cas normales, las cuales presentan inhibición por contacto, ésto ·-
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es, dejan de proliferar al llegar a la confluencia celular, ade--

más de conservar una determinada orientaci6n en su proliferaci6n. 

Por el contrario, las células malignas presentan una orientaci6n 

anárquica, además de una proliferaci6n en multicapa, perdiendo t~ 

talmente de esta manera el mecanismo de inhibición por contacto -

(2, 43, 107). Las alteraciones en los mecanismos de proliferaci6n 

que presentan las c~lulas malignas, les permiten reproducirse in-

definidarnente y multiplicarse bajo condiciones adversas. Esto im­

plica que las células neoplásicas no están sujetas a mecanismos -

reguladores del organismo, lo cual les confiere la capacidad de me­

tástasis {69). En base a estas modificaciones de las característi 

cas de proliferaci6n en las células cancerosas, se han estableci­

do criterios para corroborar el origen maligno de las c~lulas cul 

tivadas in vitro, como son: formaci6n de colonias en medio semis6 

lido, formaci6n de tumores en ratones irununodeprimidos, eficien-­

cia de clonaci6n en medios líquidqs, capacidad para multiplicarse 

a bajas concentraciones de suero y proliferaci6n con alta densi--

dad de saturaci6n {26, 44, SS, 85, 98). 

Aunado a las alteraciones en los mecan~sDlosde proliferaci6n 
-

que exhiben las c~fui'as malignas, se presentan cambios bioquími-­

cos destinados a favorecer la proliferaci6n celular en las dife-­

rentes condiciones eri las que se puedan encontrar las células, e~ 

tos cambios bioquímicos son principalmente la alta producci6n de 

enzimas proteolíticas destinadas a destruir el estroma circundan-

te {actividad fibrinolítica} (13, 44, 77), .aumentó en la produc-­

ci6n de enzimas glucolíticas {piruvato::.lcina~Cl.,~ºi~~t~~~ deshidroge . . . . -
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nasa, aldolasa, etc.), que les permiten la obtenci6n de energía en 

un medio anaer6bico (51, 95) y alteraciones tanto en la secreci6n 

corno en el tipo de colágena (posiblemente destinada a la forma--­

ci6n de un estroma que le sirva de soporte) (5, 6) . Asimismo, ---

existen alteraciones bioquímicas en las células cancerosas, de --

las cuales no se ha podido determinar su verdadera funci6n en el 

desarrollo maligno, corno son la síntesis de las isoenzimas place~ 

tal y fetal intestinal de la fosfatasa alcalina (8, 92, 95, 100, 

101), y la alta producci6n de fosfatasa ácida (95). Dentro de las 

características bioquímicas anteriormente descritas, la produc---

ci6n de las isoenzimas de la fosfatasa alcalina se ha convertido 

en uno de los principales marcadores de las células malignas cul-

tivadas in vitro, ya que en el desarrollo normal 9e1 ()rganismo -­

las isoenzima~ Úen~ri ~ria distribuci6n muy restringida en lo.s te­

jidos, sin embargo, se ha encontrado que una gran cantidad de tu­

mores malignos las sintetizan ect6picamente, a pesar de que los ~ 

tumores provienen de tejido que normalmente no produce cantidad.es 

significativas de estas isoenzimas (100) • 

El cultivo in vi tro de células malignas permiti6 .diluóidar -

algunas de sus características.irununol6gicas. Así sedescubri6 ;.;.;. 

que estas células presentan neoantígenos característicos compati­

bles con los antígenos fetales, tales corno el s1 , s 2, a-fetoprot~ 

ína entre otros (66, 67, 84, 95). Una vez demostrado que las cél~ 

las malignas poseían neoantígenos, se pens6 en la posibilidad de 

que el sistema inmunitario.pudiera reconocer a las células canee-

rosas. En base a esta idea, se llevaron a cabo experimentos en --

los cuales se trat6 de determinar la capacidad de las células in-
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munocompetentes aut6logas (del mismo paciente) para reconocer y -

destruir a las c~lulas malignas. Estos expermientos, demostraron 

que efectivamente el sistema irununitario tiene la capacidad de -­

atacar y lisar a las células tumorales a través de mecanismos tan 

to hwnorales como celulares (:27, 47, 48, 70, 88, 102). El mecanis 

mo humoral para la destrucción de las células cancerosas, se lle­

va a cabo por medio de la secreción de anticuerpos específicos, -

por parte de los linfocitos B, que al enlazarse con los neoantíg~ 

nos de las células malignas permiten la lisis de éstas por parte 

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

o citotóxico para la destrucción de las células tumorales, se pu~ 

de llevar a cabo de 4 diferentes maneras, éstas son: al ataque -­

por parte de los linfocitos T capaces .de reconocer los neoantíge­

nos de membrana; b) citotoxicidad ~nticuerpo dependiente por par­

te de precursores de linfocitos B, con receptores Fe pero sin in­

munoglobulinas en su superficie; c) destrucción por medio de los 

asesinos naturales (NK), en base a un patrón indiscriminativo y -

desconocido; y d) lisis por parte de los macrófagos, los cuales -

se encuentran armados en su superficie con anticuerpos específi-­

cos (27' 105, 106). 

Además de los experimentos realizados con células inmunocom­

petentes aut6logas, se han desarrollado exper·imentos enfocados a 

determinar si las células inmunológicas de tipo alogénico (de --­

otra: persona), tanto de pacientes con diferentes clases de. tumo-­

res, como de personas sanas, son capaces de desarrollar algan ti­

po de respuesta hacia las cHulas cancerosas (48, 102, 10~, 106). .. 
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Otserv5ndose que sólo en los casos en los cuales se cocultivaron 

2élulas malignas con linfocitos provenientes de pacientes con el 

mismo tipo de cáncer, hubo reacci6n citot6xica. Esto llevó a la -

conclusión de que existen neoantígenos característicos asociados 

a determinados tipos tumorales. 

El descubrimiento de los neoantígenos asociados a las célu-­

las malignas y el reconocimiento de los mecanismos por medio de -

los cuales las células inmunocompetentes detectan y destruyen a -

estas células, además de haber dado un gran impulso al desarrollo 

de la inmunoterapia en los pacientes, sirvió como una importante 

herramienta para la caracterizaci6n de las células malignas cult~ 

v.:idas in vitro (84). Sin embargo, en la actualidad este método de 

caracterización ha venido a ser menos confiable, puesto que se ha 

demostrado que tanto los fibroblastos normales como las células -

cancerosas in vitro, pueden incorporar antígenos, ya sea de mern-­

brana o citoplasmáticos, a partir del medio de cultivo (87, 88). 

Por lo tanto, los neoantígenos presentados por las células cance­

rosas cultivadas in vitro pueden deberse más bien a las condicio­

nes de cultivo que a una característica de malignidad. 

Por Gltimo cabe aclarar, que la identificaci6n de las célu-­

las malignas provenientes de sarcomas humanos cultivados in vitro, 

no sólo se basa en las características propias de transformación 

que éstas pueden exhibir, sino también en muchos de los casos en 

características específicas de las células normales de las cuales 

se originaron (42, 49, 63), como serían entre otras la acumula--­

ción de lípidos por parte de las células de liposarcoma, la fabri 
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caci6n de matriz 6sea en células de osteosélrcÓma, ia pr,esericiá de· 
-:·· -.- .. -·--

receptores Fe y'c3b en c~lulas provenientes•dgtumores 11i.~t::i.ocÍti 

cos. 

Actualmente dentro del tratamiento del cáncer, principalmen-

te en sarcomas hunanos, existe una terapia deficiente. Esto es de-

bido principalmente, al poco conocimiento del comportamiento de -

este tipo de células neoplásicas. Por esta raz6n y en base a que 

es posible el mantenimiento in vitro de células procedentes de t~ 

mores malignos humanos, en este trabajo nos propusimos establecer 

líneas celulares procedentes de sarcomas y determinar sus caract~ 

rísticas morfol6gicas, bioquímicas e inmunológicas, que nos perro~ 

tan de esta manera, contribuir tanto al mejor entendimiento de -­

las alteraciones que conllevan las transformaciones malignas, co­

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

tro, enfocados a. de los pacientes --
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M E T O D O L O G I A 

Al Reporte Clínico de los Diferentes Pacientes. 

Caso 1: Osteosarcoma.-

Biopsia de un osteosarcoma de tibia izquierda, sin reporte -­

clínico. La biopsia fu~ procesada 24 hrs despu~s de su extracción. 

Caso 2: Osteosarcoma.-

Biopsia tomada de una arnputaci6n de extremidad inferior dere­

cha de una mujer de 58 años, con diagn6stico de sarcoma osteog~ni­

co de fémur predominantemente fibroblástico, con áreas condroblás­

ticas de regi6n mediafisiaria, que infiltra tejidos blandos. La -­

muestra fué procesada a las 24 hrs de su extracci6n. 

Caso 3: Osteosarcoma.-

Biopsia tomada de una amputaci6n de extremidad inferior iz--­

quierda, de un hombre de 22 años,.'con diagn6stico de. sarcoma osteo 

génico medu.lar de f~ur de tipo,c;,steoblástico; con extensi6n a PªE. 

tes blandas adyacentes. La muestra.fué procesada a las 24 hrs de -

su extracci6n. 

Caso 4: Liposarcoma. - · 

Biopsia tomadadéretroperitoneo, de una mujer de.47 años, 

con diagn6stiCC) de liposarcorna bien diferenciado. La muestra'fu~ -

procesada a las24 hrs de su extracci6n. 

Caso 5: Liposarcoma.-
. -

Biopsi_a tomada de un tumor. localizadÓ en el f.lancÓ derecho de 

un •. ,robre de 41 años, con diagn6stico ·ae liposarcoma bien diferen­

ciado tipo mixoide con infiltrai::i6n a; mliscufo. La muestra fu~ pro-
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cesada a las 24 hrs de su extracci6n. 

Caso 6: Liposarcoma.-

Biopsia tomada de muslo derecho a una mujer de 16 años con -

diagn6stico de liposarcoma bien diferenciado tipo mixoide recidi-

vo. La muestra fué procesada a las 24 hrs de su extracci6n. 

Caso 7: Condrosarcoma.-

Biopsia tomada de retroperitoneo, a un hombre de 34 años, 

con diagn6stico de condrosarcoma mesenquimal. La muestra fúé pro~ 

cesada a las 24 hrs de su extracci6n. 

Caso 8: Leiomiosarcoma.-

Biopsia tomada de retxoperitoneo, a una mujer 

con diagnóstico de leiomiosarcorna mod&adamente diferen~iadorec! 

divo. La muestra fué procesada a las 20 hrs de su extrá.ééi6n. 

Caso 9: Schwanrioma.-

Biopsia de un Schwannoma maligno, sin reporte clínico .• · :Í:.a' ...;.;.; 

biopsia fué procesada 24 hrs después de su 

caso 10: Histiocitoma.-

Biopsia tomada de una.·· amputación• 

quierda de la regi6n escaplil~r sübcdt~~~~·;,\~·.~~a ~uj~r de 17 años 

con diagnóstico de histioci~?ma Ú~:i:~s;.'1nalignó variedad. pleom6r• 

fica de tejidos blandos. que infilt:rapiE!l, ·•tejidos blandos del 

hombro y tercio superior de brazo y cabeza humeral. La muestra 

fué procesada a las 24 hrs de su extracci6n. 

Caso 11: Linfoma linfobl§stico.-

Biopsia tomada de un ganglio inguinal derecho, de un hombre .·· 

de 20 años, con diagn6stico de linfoma linfoblástico.• La ·m~Ei~t:~~J 
_·._ '-:;...:.c:~.:_o.:;_ :..;_· :~.;.,::.:;~·~:.- .' 

fué procesada a las 3 hrs de su extracci6n. 
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caso 12: Ganglio tuberculoso.-

!.Hopsia tomada de un ganglio cervical hiperplás.i~o, ·d~ .una 

mujer de 19 años, con diagnóstico de tuberculosis; La. nn.ie~trá fÍlé 

procesada a las 24 hrs de su extraccibn. 

- Fibroblastos normales.­

Esta línea celular (VC-2), establecida a. partir de una biop­

sia de prepucio de un niño de 2 meses de edad lá cúal fué gentil­

mente donada por el Instituto de Investigaciones Biomédicas, en -

el tercer subcultivo después de su obtenciOn. 

B) Condiciones de Cultivo. 

El medio de cultivo que fué utilizado es conocido corno Medio 

Mínimo Esencial de Eagle o Medio de Eagle (ME) (Gibco Laboratori­

es, U.S.A.J, suplementado con 20% de suero fetal de bovino (SFB) 

(Gibco Laboratories, U.S.A.), previamente desactivado a 56ºC en -

baño de agua durante 30 rnin. Asimismo, a este medio se le adicio-

naron 100 U/ml de penicilina G (Laboratorios Lakeside, México), -

100 µg/ml de estreptomicina (Laboratorios Lakeside, M~idcol y 3.7 

g/l de bicarbonato de sodio antes de ser utiJ.i zado {apéndice II) 

(21). 

Para dar:.Las lll~ºj6.~es condiciones al cultivo, fué utilizada -

una incubadora·d~ l:>iOxicto de carbono, la cual tenia una ternperat~ 
: . __ ' ,- '· .. 

ra constante,de\:31~c con humedad a. saturación y.una atmósfera de 

10% de bióxido de carbono en aire (4). 

Todos los cultivos fueron incubados en cajas petri de culti-. 

vo (Lux Scientific Corporation, u.s.A.l de 60 x 15 nun, contenien­

do cada una de ellas 5 ml de medio d~ c~lÚvo {.72, 96, 109). 
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C) OntenciOn de Células. 

Las biopsias obtenidas fueron colocadas en cajas petri de 

cultivo, en donde se lavaron 3 veces por irunersi6n en soluci6n sa 

lina amortiguadora de fosfatos (PBS, del inglés phosphate buffer­

ed saline), a un pH de 7.2 (apéndice III). Posteriornente, el tej! 

do fué cortado con tijeras en pequeños trozos de aproximadamente 

1 mm 3, los cuales fueron tratados y sembrados por diferentes mét~ 

dos dependiendo de la consistencia de la biopsia que se trabaja--

ba. 

- Método.de Emparedado.- Si el tejido presentaba consisten-­

cía fibrosa, se colocaban de 4 a 5 trozos de éste en la superfi-­

cie de la caja de cultivo, los cuales se mantenían fijos en el -­

sustrato de cultivo mediante la presi6n ejercida por un portaobj~ 

tos (a manera de emparedado) , el cual fué previamente tratado con 

ácido nítrico al 50% durante l hr. Posteriormente, se les agrega-

ron 5 ml de medio de cultivo (59). 

- Método de Adherencia por Contacto.- Este método fué utili­

zado para cualquier tipo de biopsia, colocandose de 5 a 7 trozos 

de ésta en la caja de cultivo dejandose secar al a.Lre durante 15 

min (ésto se hizo con el fin de que el tejido se adhiriera al sus 

trato de cultivo)., después de lo cual se le agre9aron 5 ml de me­

dio de cultivo, en forma cuidadosa para evitar él desprendimiento 

de los trozos (22). 

- Método de Disgregación Mecánica. - Si la biopsia era de C::O_!! 

sistencia poco fibrosa o de origen ganglionar, se col<:lcaban de: 3 

a 4 trozos de tejido en u11a ·malla de acero inoxidable de o 25 mm, 
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y con el fin de separar las células no adheridas al estroma, se m~ 

ceraron con ayuda de un pistilo de vidrio. Posteriormente, las cé­

lulas libres se obtuvieron en forma de lavado, al haver pasar por 

la malla 5 ml de medio de cultivo, el cual fué colectado en una ca 

ja petri de cultivo. Asimismo, los residuos de tejido que no atra­

vesaron la malla fueron sembrados por el método de adherencia por 

contacto (22). 

- Método de Disgregación Secuencial Enzimática.- Si la biopsia 

era de consistencia fibrosa, se colocaban de 5 a 7 trozos de teji­

do en un matraz Erlenmeyer y se incubaron durante 15 rnin en 5 ml -

de una soluci6n de Verseno, para retirar el mayor número de cargas, 

a un pH de 7.7, suplementado con 0.1% de glucosa (apéndice IV), a 

37°C y una agitación continua. Posteriormente, una vez desechado -

el sobrenadante, se procedi6 a una digestión de la colágena media~ 

te una soluci6n que contenía 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 digesti6n se efectuo a 37°C durante 

60 min con agitación continua. Al término de este tiempo, las cél~ 

las en suspensión obtenidas de la disgregación del tejido, fueron 

lavadas 3 veces con PBS, mediante centrifugación a SOOg durante 5 

min cada vez, y colocadas en cajas petri para su cultivo. Por últi 

mo, el tejido restante fué incubado con una solución de tripsina -

(Sigma Chemical Co., u.s.A.) al 0.25% en Verseno con glucosa 0.1%, 

duante 30 min a 37°C en agitación continua. Se obtuvo de esta man~ 

r~ una disgregaci6n completa del tejido, siendo las células así o~ 

tenidas lavadas 3 veces con PBS para su posterior cultivo in vitro 

( ªº, 93}. 
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Una vez por semana, después 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 evitar 

acumulaci6n de toxinas. ¡,simismo, los cultivos fueron revisados ru 

tinariamente cada 3 días en un microscopio invertido, con la fina­

lidad de observar el crecimiento celular y detectar alguna contami 

naci6n (29,71). 

D) Determinaci6n Morfol6gica de las C~lulas. 

La evaluaci6n morfol6gica de las clil.ulas, fu6 realizada en t~ 

dos los casos, por medio de la tinci6n de May-Greenwald-Gieinsa, -.C:~ 

mo a continuaci6n se describe: se desech6 el medio de cultivo de -

las cajas petri y se lavaron las c~lulas 3 veces con PBS. A conti­

nuaci6n fueron fijadas con una soluci6n saturada de Ma~· Greenwald 

(Harleco Div. de ASH/México), eh alcohol metílico puro durante 2 -

min. Al término de este tiempo, las c6lulas adheridas a la caja de 

cultivo fueron lavadas con agua destilada, agregándoseles posterioE 

mente una soluci6n de Giemsa (Sigma de M6xico) , al 10% en agua bi­

destilada durante 10 min. Las c6lulas así teñidas fueron observadas 

al microscopio con la finalidad de determinar sus cara~terísticas 

morfol6gicas, así como las dimensiones ce1ulares y nucleares, me-­

diante el uso de un micrómetro (American Optical, u.s.A.) (40,91,95 

111) . Las dimensiones celulares medidas fueron el largo, consid~ 

dose éste como la línea imaginaria que conecta los extremos m~s -­

alejados de la célula. entre sí y el ancho,, como la línea imaginaria 

perpendicular al l.:irgo que conecta los extremos más alejados de la 

célula entre sí. En el nacleo semid{6 O.nicamente su diámetro. 
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E) Subcultivos Celulares. 

Tan pronto como las células obtenidas de los tumores procesa­

dos saturaron la superficie de cultivo, se procedi6 a subcultivar­

las. Posteriorr.ientc, cada •;ez que la superficie de cultivo se satu 

raba las células eran nuevamente subcultivadas. Debido al diferen­

te grado de proliferación de cada tipo celular, los tiempos necesa 

rios para efectuar los subcultivos, variaba de 4 a 15 días. Para -

ello, el medio de cultivo fué desechado de la caja de cultivo y se 

agregaron 5 ml de verseno en forma de lavado, para quitar residuos 

de proteínas, desechos celulares y cargas divalentes. Posteriormen 

te, el Verseno fue desechado y se adicionaron 2 ml de una solución 

de tripsina al 0.025% en Verseno a un pH de 7.7, llevándose a inc~ 

bación durante 5 min a 37°C. Después de la incubación, la solución 

de tripsina conteniendo las células en suspensión fué centrifugada 

a 500g durante 5 min. La solución de tripsina fué desechada desp.iés 

de la centrifugación y las células fueron resuspendidas en una pe­

queña cantidad de medio de cultivo, agregando la cantidad de medio 

necesaria para completar 5 ml y se procedi6 a incubarlas (54). 

Fl Criopreservaci6n de las Líneas Celulares. 

Cultivos en fase exponencial fueron tripsinizados, y las cél~ 

las así obtenidas fueron resuspendidas en una soluci6n compuesta -

por 80% de ME suplementado con 10% de SFB y 10% de dirnetil sulf6x! 

do. Inmediatamente después, se repartieron alícuotas de l rol de la 

suspensi6n celular Ccon la cantidad de células equivalentes a un -

plato de cultivo), en ampolletas de 2 rol (~ooke Laboratory Produ::ts, 

U.S.A.). Las ampolletas fueron colocadas directamente en congela--
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ci6n a -70°C durante toda la noche. Al día siguiente, las ampolle­

tas fueron trasladadas a ni tr6geno líquido, a un~ tempe~atura de ·~ 

-190ªC. 

Para determinar si las células fueron congeladas en forma co-

rrecta y estéril, se sacó una ampolleta del nitrógeno líquido, la 

cual fue rapidamente puesta en un baño de agua a 37ºC hasta que la 

muestra estuvo completamente líquida. Posteriormente, la ampolleta 

se centrifugó a 500g durante 5 min, el sobrenadante se desech6 y -

el botón celular fué resuspendido en medio de cultivo. Finalmente, 

la suspensión fue distribuida en 2 cajas de cultivo, agreg~ridose -

la cantidad de medio necesario para completar 5 ml, antes de.proc~ 

der a su incubaci6n 

- .. .. 
Para deterlllinar ·· !C!.. curva• de proliferación celular, fueron s~ 

•' ' 

bradas 14 cajas de cultivo 35 x .15 mro (Costar, U.K.), con c~lulas 

provenientes de c'ultivos creciendo en fase exponencial, a: una den­

sidad de 2.5 x J.o 4 células por caja. La evaluación del nGmero·tOt:al 

de células viables se efectuó mediante tr ipsinización, entre las 12 
--- -·-

y 24 hrs siguientes·'a la - siembra y se ptocedió a determinar los ~~ 
. ' 

tantes puntos de la curva por con77ci_s que variaban entre l y s dtas, 

dependiendo del comportamientO ···~~ l~~ células 

Hl Cultivo en 

El cultivo de células en médi~ seJl!ls~li~{ se ~ea'i~'z~C~eiaiante 
una modificación a la_ técnica de bicapá:~en;~ga~,~(77) ;~p.ifa"e.l.io;~e 

colocó en un plato de cultivo 3_ ml de un~'.' sdluCi6n a 44.~tÚ.consti:.. 



35 

tuida por 40% de agar (Bacto-agar, Difco Laboratories, U.S.A.J al 

1.25% en agua destilada, 40% de medio doble ME y 20% de SFB, se de 

jó reposar 1 hr para que el agar gelif icara formando la llamada 

primera capa. Posteriormente, se constituyó una segunda capa, agr~ 

gando 3 ml de una soluci6n también a 44ºC, teniendo 2 partes del -

medio sernisólido anteriormente descrito y ya sea una parte de ME o 

medio condicionado por las mismas células a ser sembradas, cante--

niendo de 8,000 a 10,000 células (previamente tripsinizadas). Los 
! 

platos así sembrados se dejan reposar durante otros 20 min para que 

gelifique la segunda capa de agar. Se incubaron y se revisaron ~~~ 

riamente los cultivos durante 15 días para observar.la posible for 

maci6n de colonias (56,77,83). 

I) Tinciones aistoquímicas. 

Antes de proceder a efectuar cualquiera de las técnicas de tin 

ciones histoquímicas descritas a continuación y con la finalidad de 

eliminar residuos celulares así como posibles interferencias del -

medio de cultivo con las diferentes tinciones, se deschó el medio 

de cultivo y se lavaron las células adherentes_3 veces con PBS. 

- Lípidos.- Las células se secaron al aire, se rehidrataron 

con unas cuantas gotas de agua destilada y se les agregó etilengl.:!:, 

col puro (.Reasol, Mfucico) durante 10 min·~ .Posterionnente, se agre­

gó una soluci6n de Oil Red O (Sigma Chemical Co., U~ S.A. ) al O • 5% 

en etilenglicol y se dejó por 6 hrs. Transcúrrido este tiempo, se 

desech6 el Oil Red o y se adicion6 una solución de etilenglicol ~~-

85% en agua desti1ada durante 1 min, al término del cual, .se ~nj~~ 

garon las células con agua destilada en 2 cambios de 30 seg ca~;;-_ -
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uno y se tiñeron con hematoxilina de .. Harris. (Sigma de México) . Con 

e"ta técnica se observan los dep6sitos de lípidos de color rojo -­

(35). 

- Fosfatasa Alcalina.- Las células se fijaron en acetona pura 

por 2 min a 4ºC, se enjuagaron con agua destilada y se secaron al 

aire. En seguida, se incubaron durante 10 mina temperatura'ambie!!. 

te con una solución conteniendo Naftol AS-MX (apéndice V} , como sus 

trato específico· de la enzi.ma a teñir. Pasado este tiempo, las cé­

lulas se enjuagaron con agua destilada y se tiñeron con hematoxil~ 

na de Harris por unos segundos, se enjuagaron con agua destilada a 

3BºC para virar y se secaron al aire. Se obtiene mediate esta téc­

nica, precipitaéiones de color rojo en los sitios de actividad en-. 

zimática (341. Con esta tinci6n se realizaron improntas de médula 

ósea de ratón como positivo. 

- Fosfatasa Acida.- En esta tinci6n fué necesario que las~ 

tras se trataran por duplicado, pues se midi6 fosfatasa Scida nor~ 

mal y fosfatasa :leida tartrato resistente. Las c~lulas se fijaron 

durante 30 seg en. una solución de citrato-acetona (ap~ndice VI)¡ 

ya fijadas las muestras, se enjuagaron.conagua destilada y se se­

caron al aire,consei:VSndolas en estas condiciones hasta por una -

semana. Posteriormente, las células se incubaron a 37°C en la oscu 

ridad durante l hr con una solución que contenía Naftol AS-BI áci­

do fosf6rico (.ap~ndice VI) como sustrato específico. Después de é~ 

to, las células se enjuagaron con agua destilada y se tiñeron con 

hematoxilina ácida de Mayer (Sigma Chernical Co., U.S.A•l por 5 rain. 

Se obtiene mediante esta t~cnica, que en los si ti.os de ac.tividad enz!_ 

r::ática aparezcan dep6sitos en forma de gránuiosde color marr6n, -
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t~nto en el caso de fosfatasa 5cida n6rrnal como en el caso de fos­

f~tasa ácida tartrato resistente. Para esta técnica se emplearon -

como blancos positivos frotis sanguíneos de personas normales. 

- Peroxidasa.- Las células se fijaron en una soluci6n, const~ 

tuida por 5 rol de formaldehido al 37% y 45 ml de etanol al 95%, por 

30 seg a temperatura ambiente, se enjuagaron en agua corriente 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 soluci6n conteniendo p-fenilenidiamina (apéndice VII), como sus 

t!"ato necesario para que la enzima reaccionara. En seguida, se en-­

jlla'.]aron con agua corriente durnate 30 seg, se secaron al aire y se 

tifuron con hematoxilina ácida de Mayer. Esta técnica muestra la ac 

tividad enzimática como gr~riufos cafés o negros. Análogamente para 

esta técnica se emplearon como. blancos positivos frotis sanguíneos 

de personas normale¡s ... 

J) Determinación de Producción de Colágena. 

Con la finalidad de obtener unbu~n.riGmero de células, en es­

ta técnica se utilizaron de 6 a a· cajas de cultivo con cultivos sa 

turantes. Para obtener un medio de cultivo sin proteínas séricas,. 

se les extrajo el medio nutritivo, se lavaron 3 veces con PBS y se 

incubaron durante 3 días en presencia exclusiva de ME. Al término 

de este período de incubación, el medio se colect6 en un tubo de 

ensaye y las células se supendieron en otro tubo {con la ayuda de·· 

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

La técnica de determinaci6n de colágena esta basada en 'J:a can 

tidad de hidroxiprolina de las muestras, y se llev6 a cabo;con·~n 

m~todo que registra concentraciones de menos del 2% de hidroxipro-

1 
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lj: c .. - :::esp 0c:.'.:1:0 a .:¡:;~í:;oficido::; totales. 

En ampolletas de vidrio de l ml, se introdujeron cuidndosame~ 

te, ).50 ml de la muestra problema (ya sea la suspensi6n celular o 

el ~\E co:-.dicionado) y 0.5 ml de ácido clorhídrico 12N. Estas ampo­

lletas fueron cerradas al vacío en la flama, sin dejar burbujas en 

el interior de ella, para después colocarlas en un baño de Nujol a 

130'C dur~nte 12 hrs. Posteriormente, las ampolletas se abrieron -

y las mues tras yá hidrolizadas se colocaron en tubos de ensaye en 

donde se neutralizaron con una solución de hidr6xido de sodio 2.SN, 

usando como indicador rojo fenol (Sigma de Mé:-:ico) . Después las 

muestras fueron diluidas con una cantidad suficiente de agua dest~ 

lada, para que la concentraci6n final de sal producida en la neutrali­

zaci6n no excediera de 0.4M. 

Para la cuantl.fi.caci6n se utili z6 como referencia hidroxipro­

lina (hldrox:,.·-L-prolina, crystalline, Sigma Chemical Co., o.s~J\.;f,a 

concentraciones conocidas, para una curva patr6n que iba de~l.a 5 

µg por cada 2 ml, siendo ~ste el mismo volumen empleadoparalas-­

nuestras problema. 

Teniendo ya todos los tubos de la curva i y las muestras prep~ 

:adas, se adicion6 1 ml dé cloramina T (ap~ndice VIII), agitándose 

i.gorosa.-:iente y despu~s dejándose reposar por 20 min a temperatura 

,:,.biente. Pasado este tiempo, se agreg6 l ml de·ácido percl6rico -

.lSM, mezclándose y dejándose reposar 5 min a temperatura ambien­

~-~. Finalnente, se coloc6 1 ml de p-dimetilaminobenzaldehido (apé!! 

·:i. :e VIII), mezclando vigorosamente hasta que se obtuvo una solu-­

ci5n homogénea e inmediatamente después los tubos fueron colocados 

~n una baño de agua a 60ºC durante 20 min. 
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Después de esta incubación, se proccJi6 a adicionarles 10 ml 

de benceno y se agitaron vigorosamente durante 5 seg, repitiéndo-

se esta operación una vez más. !n;:iediatamente después, se introdu 

jo cuidadosamente una pipeta !l.:i:-:ta la capa de ¿¡gu¡¡, se tornaron --

3.5 ml los cuales fueron colocados en una celda y se ley6 a 557 -

nm (Pye Unicam, SP-8-100 ultr2violet spectrophotometer). Poste---

riormente, se agregó a c.:ida tubo 0.2 ml de per6xido de hidrógeno 

21 30% en agua bidestilad¡¡, se mezcló suavemente y se dejó repo--

sar durante durante 5 min, después de lo cual se leyeron nuevamen 

te a 557 nm. Se preparó un blanco con agua destilada, el cual fué 

leído 5 min después de la adición del peróxido. Este valor blanco 

se restó al obtenido en la curva estandar para cada tubo (O hasta 

5;.Jg) (1121. 

Para la oorrecéión de la lectura .de las muestras problema; -­

que fueron llev~~a~.:a: i.3.:gráÚca ,,' ~··~ 1ltüi2ó l~, s;g~iente f6rmu--
:~,-~.::,·-~; ···~": .-.~--\,¡_.;:. -~·'.:· __ "···-·-·-.,~:-. 

:;'., ?.~-. __ .. , ,.,_::.-;.~_ :-~JB; .. >:;:_ . ~:·::·---> .~.:::¡·:~:-,.,~~.·::.·~.-;:,;-:·; : -:,-.:-~·:_._ ... _ 
'--;'= ::· -. -~: ~' . - :(:~::>:·_-' -

'X ; ', c?~t,;:~;;; i:if i o,. 12 • <B·'<·c> 
absb~vanc~~"~kÜrm\leZ~~~,despu~s ae l.a 'extracci6n -

la: 

en donde A = 

e = absorvancia dei<b1'~ricbde agua con per6xido y 0.12 = factor -

empírico. 

Los valores obtenidos de hidroxiprolina por medio de esta ~­

técnica fueron transformados a cantidad de colágena, tomandb en -

cuenta que la hidroxiprolina constituye el 20% de la molécula de 

colágena (51, 62). Por último, el cálculo de la producción de co­

lágena se llev6 a cabo de acuerdo a la siguiente f6rmula: 
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tC'1:1tidad de col.'igena total (medio de cultivo + célula¡;)/N<:>.~. to".'"'."" 

tal de células cultivadas:/J días. 

K) Determinaci6n de Lisozima. 

En la determinación de la secreci6n de lisozimapor parte de 

las células, se utilizó el mismo ME condicionado, recolectado pa-

ra lu medición de colágena. Para ello, se colocó 0.025 ml de este 

medlo en 1 ml de suspensión de paredes bacterianas de Micrococcus 

lvscdeikticus (Sigma Chemical Co., U.S.A.) (apéndice IX) que fué 

pre·damente incubado a 34'C en las celdas del espectrofot6metro --

(P~e Unicam, SP-8-100 ultraviolet spectrophotometer). El decreme~ 

te en la turbidez fué anal izado de acuerdo a la absorvancia de '."".-
. " ' 

640 nrn, realizandose las lecturas en el primer minuto a.e 'lisis:. 

La cantidad de lisozima presente en la· muestra, se obtuvÓ ~·p~r'.""'" 
.- : ~~ ,' 

ti:· de la preparaci6n de una curva es tandar. que iba de 5 a 20 ug/' 

ml je lisozima (Merck, Alemania) (apéndice IX). 

L) Determinaci6n de Receptores para Fe 

Para determinar si existían receptores para Fe y 'c3~·~11 ·1as .. 

membranas celulares, se utiliz6 la técnica de formación' de 'roffe;.;·::·· 

tas (ll) . Se emplearon cultives resembrados 7 2 hrs previas al.ex-.· 

perimento, se lavaron 1as células adheridas 3 veces conPBS sfn 

:alcio y sin magnesio y se adicionó O. 5 ml de una suspensicSn ya":: .• ;-:' 

>ea con eritrocitos de carnero (EC) activados con IgG anti. E~ . .:.~~·: 
(apéndice X), para la medici6n de receptores para Fe, o con O .5.-: 

,1 de se activados con .IgG anti EC más complemento humano .Capénd.!_ .. 

. :e X), para la medici6n ce receptores para CJb. Posteriormente, -
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se incubaron las células durante 2 hrs con 4.5 ml de PBS y·duran­

te 24 y 48 hrs con 4~5 ml de HE. Al término de ·1a incubaci6n, los 

cultivos se lavaron 3 veces con PBS, se tiñeron con·May Greenwald · ·· 

- Giemsa y se observaron al microscopio (42) . 

M) Fagocitosis. 

Para evaluar la posible capacidad fagocítiC::a de las células, 

se tomaron subcultivos con 72 hr~ dedncUbaci6n, los cuales se la 

varon 3 veces con PBS y se incubaron ya sea durante 2, 24 y 48 

hrs con 5 ml de ME rn§s 0.2 ml de PBS conteniendo esferas de látex 

de 0.5 µde diámetro (Sigma Chemical Co., U.S.A.). Al término de 

los diferentes periodos de incubaci6n, los cultivos fueron lava--

dos 3 veces con PBS y teñidos con May Greenwald - Giemsa. Por úl-

t~::¡o, las preparaciones fueron revisadas al microscopio, con el -

fin ie observar si las células presentaron algün grado de activa­

ci6n fagocítica hacia las esferas de látex (42). 

N) Obtenci6n de Leucocitos Mononucleados. ,~;!'·?·~~); 

se obtuvieron 10 rnl de sangre periférica.de dónadores·aau1-­

tos normales con una jeringa que contenía 0 .. 1 ml. ~~~'~Pªl:'¡·~a JLa­

boratoriOs Lakeside, México) con 100 U/rnl. Post~riotmente; la sa~ 

gre se coloc6 en un tubo de ensaye y fué mezcla.da con igual canti 

dad de PBS suplementado con glucosa al 0.1%. 

En tubos de ensaye que contenían 2.5.inl de Ficoll-Paque 

(Pharmacia Fine _Chemicals AB, suecial. (apéndice XI), con una den­

sidad. de L077 gr/ml, se colocaron 5 ml de la mezcla de sangre -­

con PBS y se centrifug6 a 400 g durante 30 min·. Al término d~- es-
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te tiempo, la banda de leucocitos mononucleados e~ la interfase -

fu6 cuidadosamente extraída pasándola a otro tubo de ensaye, don-

de fueron lavados 3 veces con 5 ml de PBS y finalmente resuspend~ 

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

tos obtenida fué evaluada utilizando una cámara de Neubauer. 

O) Interacción de los Leucocitos con las Diferentes Líneas 

Celulares. 

Para determinar la posible interacción de los leucocitos de 

sangre periférica con las diferentes líneas celulares cultivadas, 

se procedió a subcultivar 100, 000 c~lulas por caja de cultivo, i!! 

cubandose por un lapso de 3 días, para permitirles estar en fase 

de proliferación exponencial. Después de este tiempo, se agregó a 

cada plato de cultivo l x 10 6 leucocitos de sangre perif~rica y -

finalmente se evaluó la interacción celular a las 24 hrs, median-

te la determinación del número de leucocitos que se adherían a c~ 

da célula, siendo interacción débil cuando se adherían del a 3.~ 

leucocitos, fuerte cuando se adherian de 4 a 15 y como interac-~-

ción muy fuerte con más de 15 leucocitos adheridos a lasc~iulas 
:c~blanco ,(16), -

: :~e-'.'. ~:.<_ ;_" • 
-·- º"'':=-~ .. ,-.:~~º"7~---;-·: .: -' 

Nllmero Cromosómico. ,._.,.. . 

Cultivó$ celulares proliferando en fase expon~~c.Íal' t~er~n' -
iné:úbados de 2 a 12 hrs en presencia de colchicina >(Sigma Chemi:.:.-

cal Co., U. S. A.) , a una concentración de O. 8 lJg/ml en el medio. -

Posteriormente, las células fueron tripsinizadas, ce11trif,ugad~s -

durante 5 min a 500 g (las condiciones de centrifugación_fueron -
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hipot6nico compuesto por una parte de medio de cultivo y 2 partes 

de agua bidestilada. DespuAs de 10 min de este tratamiento, las -

cólulas se centrifugaron y al bot6n obtenido se le adicionaron, -

cuidadosamente, 2 ml de una solución fijadora compuesta por 3 pa:i::_ 

tes de metano! puro y una parte de ácido acético glacial, en el -

cual se mantuvieron durante 10 min. Al cabo de este tiempo, se --

desechó el fijador y las células fueron lavadas 3 veces •:on fija­

dor fresco, siendo finalmente resuspendidas en 1 ml de éste (4, ..., 

15) • 

En portaobjetos previamente almacenados en alcohol etílico -

al 70%, se gote6 desde 1 ro de altura la solución conteniendo a -­

las células y se secaron rápidamente a la flama. Las preparacio--

nes así obtenidas, fueron teñidas durante 10 min con Giemsa al --

10% en agua bidestilada y observadas al microscopio con el objeti 

vo de 100 X de inmersión, buscandose preferentemente mitosis dis-

persas que no tuvieran sobreposición de las ramas de los cromóso­

mas. Se contaron de 30 a 50 mitosis, para registrar el nÚlllei.o.cro 

rnosómico en cada experimento (41.). 

Q) varios. 

Las muestras de tejido de sarcomas fueron obtenidas de los -

Hospitales, General de la Secretaría de Salubridad y Asistencia y 

d¿ Oncología del Instituto Mexicano del Seguro Social. 

Las biopsias fueron transportadas en 15 ml de medio nutriti-

vo desde su extracción hasta su recepción en el labora torio •. Aqu~ 

llas que no fueron procesadas inmediatamente se preservaron en re 
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fr1gcraci6n a 4ªC hasta el momento de su cultivo. Nunca .se mantu~ 

vieron en refrigeraci6n más de 24 hrs. 

'l'odos los experimentos realizados con células se hiái.eron. ª!!. 

tes de la séptima resiembra, por duplicado y<un millimo.de 2º~~;_.:_. 
ces. 

Todos los medios y soluciones utilizadas para ei d~ltivo y ,... 

subcultivo de las células fueron previamente calentadas"á:J7ºC --

en un baño de agua. 

Todas las soluciones utilizadas para el cultivofueron pre-­

viamente esterilizadas por medio de filtros (Milipore, type~GS, -

u.s.A.} de 0.22 µde poro y solo en el caso de la solución de co­

lagenasa se utilizó un filtro de 0.44 µ. 

Los reactivos .utilizados'· a menos de as! especificarse,. fue­

ron de grado reactivo.J.T. Baker, México. Asimismo, el material -
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R E S U L T A D O S 

A partir del cultivo de biopsias provenientes de 10 sarcomas 

humanos se obtuvieron células en estado de proliferaci6n, las cua 

les fueron caracterizadas morfol6gicamente. Sin embargo, s6lo en 

5 casos se lograron obtener líneas celulares, a las que además de 

la caracterizaci6n morfol6gica, se les determinaron los siguien--

tes parámetros: cinética de proliferaci6n celular, crecimiento en 

agar, producción de colágena, presencia de fosfatasa alcalina y -

ácida, interacci6n con leucocitos de sangre periférica humana y -

número crornos6mico. 

Además, se hicieron determinaciones más específicas para las 

células provenientes de tumores histiocíticos como son secreci6n 

de lisozima, presencia de receptores para Fe y C3b, actividad fa­

gocítica y presencia de peroxidasa. Asimismo, se determinó la po­

sible presencia de lípidos para las células provenientes de sarco 

mas de tejido adiposo. 

Ahora bien, dado que las células tumorales de origen mesen-­

quimal cultivadas in vitre, exhiben características similares a -

las de los fibroblastos normales humanos, fué necesario, con la -

finalidad de tener un punto de comparación, cultivar fibroblastos 

normales de piel, fibroblastos reactivos procedentes de un proce­

so maligno llinfoma linfoblástico) y fibroblastos reactivos de un 

proceso no maligno (ganglio infartado de un paciente con tubercu­

losis). Cabe aclarar, qu~ a los diferentes tipos de fibroblastos, 

se les determinaron las c~racterísticas morfológicas y solamente 
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los 2 primeros se utilizaron como puntos de comparaci6n para las 

restantes pruebas realizadas en las líneas celulares malignas ob­

tenidas. 

A) Obtención de Líneas Celulares y su Morfolo~ía: 

- Células Obtenidas a Partir de Tumores Oseas. 

Caso 1: Osteosarcoma de Tibia Izquierda. 

Los trozos de tibia izquierda, provenientes de un osteosirco 

ma, sembrados por el método de adherencia por contacto, dieron lu 

gar a células que comenzaron a migrar hacia el sustrato de culti­

vo en la periferia de éstos, a partir de los 15 días de incuba--­

ción, obteniéndose confluencia celular 30 días después. Se obser­

vó proliferación celular en el 73% del total de los 11 platos de 

cultivo sembrados (tabla 2). 

Las células obtenidas de esta manera, presentaban generalme~ 

te forma estrellada o irregular, con medidas que iban de 109 a '."'~ 

293 u de diámetro y de 52 a 108 µ de ancho. El citoplasma era 

abundante de color rosáceo, con una gran cant.idad de pequeñas gr~ 

nulaciones rojas, y una zona peri nuclear con una al ta ,¿¡e_ns,~d,ª-d.: c;le 

pequeñas vacuolaciones. 

El núcleo era ovoide de 

entre 32 y 49 µ, en donde se 

pecto fino y de 3 a 5 

Estas 

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 células que comenzaron a migrar hacia el sustrato de cul­

tivo en la periferia de éstos a partir de los 3 días de incuba---­

ci6n, obteniendose confluencia celular 20 días después. Además, -

se llev6 a cabo el método de disgregaci6n secuencial enzimática -

con los trocitos de tejido del tumor, obteniendose células adhe-­

rentes a las 24 hrs de incubaci6n y una confluencia de éstas 5 -­

dias después. Se observ6 proliferaci6n celular en el 87% del~to-­

tal de los 17 platos cultivados (tabla 2). 

Cabe aclarar que las células obtenidas por los 2 diferentes 

métodos, presentaron las mismas características rnorfol6gicas, por 

10 cual se consideraron como un solo tipo celular y se describen 

de la misma manera. 

Estas células se distribuyeron al azar en el sustrato de cul 

tivo y se encontraron sobrepuestas aún sin haber llegado a la con 

fluencia. Al alcanzar altas densidades, formaban pequeñas islas 

de agrupaciones celulares de varias capas de grosor (fig. 2). 

Las células obtenidas de estas maneras presentaban general-­

mente formas estrelladas o irregulares, con medidas que iban de -

252 a 706 µ de diámetro y de 129 a 378 µ de ancho. El citoplasma 

era nuy 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 zona peri­

nuclear con una alta densidad de pequeñas vacuolaciones, también 
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se presentó una alta prcporci6n de matriz extracelular que en oca­

s iones llegaba a formar una estructura velamentosa que incluso lle 

gaba a cubrir a las cfilulas. 

El núcleo era ovoide de color rojo, con un diámetro entre. 39 

y 9 2 µ, en donde se pudo observar una croma tina poco granulada . 

y de 3 a 5 nucleolos (tabla 3). 

Estas células se han mantenido en cultivo continuo durante 12 

meses mediante subcultivos cada 10 días, por lo cual se consideró 

que se había establecido una línea celular .. y se le dio la clave de 

osx-1. Asimismo, se procedió a la criopreservac_ión en nitrógeno lí 

guido de estas células. 

Caso 3: Osteosarcoma de Fémur. 

Los trozos de tejido, provenientes de un osteosarcoma de fé--

mur,sembrados por el método de adherencia por contacto, dieron lu­

gar a células que comenzaron a migrar hacia el sustrato de cultivo 

hacia la periferia de éstos a partir de los 7 días de incubación,­

obteniéndose confluencia celular 15 días después. Además, para es­

ta biopsia se llevó a cabo el método de disgregación secuencial e~ 

zimático con los trocitos de tejido, obteniéndose células adheren­

tes a los 15 días de incubación y una confluencia de éstas 7 días 

más tarde. Se observó proliferación celular en el 95% del total de 

los 16 platos sembrados (tabla 2) . 

Cabe acldrar, que las células obtenidas por los 2 diferentes 

métodos presentaron las mismas características morfológicas, por -

lo cual se consideraron como un sólo tipo celular y se describen -

aquí 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 aún sin haber llegado a la con-

fluencia. Al alcanzar altas densidades, formaban pequeñas islas de 

agrupaciones celulares de varias capas de grosor (fig. 3). 

Las células obtenidas de esta manera presentaban generalmente 

formas estrelladas o irregulares, con medidas que iban de 325 a --

611µ de di§metro y de 117 a 352µ de ancho. El citoplasma era muy -

abundante y de tipo reticulado, de color azul, con gran cantidad -

de granulaciones de color rojo adheridas a fibras que incluso se -

prolongaban fuera de éste a manera de rosario y una zona perinu --

clear de color azul intenso,. con una alta densidad de pequeñas va­

cuolaciones, también se presentó una alta proporción de matriz ex-

tracelular que en ocasiones llegaba a formar una estructura vela--

mentosa. 

El núcleo era ovoide, de color rojo, con un diámetro entre 32 

y 54 µ, en donde se podía observar .. una cromatina de aspecto granu­

lar y de 3 a 5 nucleolos, pres'entct~dos~ e~. ocasiones células con -

2 y 3 nllcleos (.tabla 31 • 

Estas células se han mantenido en cultivo continuo durante --

m&s de 12 meses, mediante subcultivos cada 9 días, por lo cual se 

consideró que se había establecido una línea celular y se ledi6-

la clave de OSX-2. Asimismo, se procedió a la criopreservación en 

nitrógeno líquido de estas células. 
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- Células Obtenidas a Partir de Tumores de Tejido Adiposo. 

Caso 4: Liposarcoma Retroperitonea~. 

Los trozos de tejido, provenientes de un liposarcoma retrop! 

ritoneal, sembrados por el m~todo de adherencia por contacto, di! 

ron lugar a células que comenzaron a migrar al sustrato de culti-

vo en la periferia de éstos a partir de los 8 días de incubaci6n, 

obteniendose confluencia celular 43 días después. Se observ6 pr~ 

liferaci6n celular en el 60% de los 5 platos de cultivo sembrados 

(tabla 2). 

Las células obtenidas de esta manera, presentaban generalme~ 

te forma irregular, con medidas que iban de 173 a 387 µde diáme-

troy de 101 a 225 µ de ancho. El citoplasma era abundante de co-

lor rosa claro, en donde a veces se presentaban vacuolas y una es 

casa cantidad de granulaciones de color rojo. 

El núcleo era ovoide, redondo y en ocasiones cariorrfucico de 

color rosa claro, con un diámetro entre l9y 53,µ;, en doride se p~ 
:_ __ '.. __ ·-.·-.-

día observar una cromatina de aspeC:tc:> gran~l_ad? y d~ 1 ~a :2 nucleo 

los ( ::::: :~~u la 5 se mantuvierdn en c~1Ü:ci ~~~ri~i.~uo durante 3 · -
---- ~~i:ih\.~-~-:-~~-- - ._ ·-: 

meses. 

caso 5: Liposarcoma Bien Diferenciado. 

Los trozos de tejido, provenientes de.~n liposarcoma bien di 

ferenciado, sembrados por el método de disgregaci6n secuencial en 

zimática, se adhirireron al sustrato de cultivo a las 48 hrs de -

haber sido incubados, obteniéndose confluencia celular 4 días des 

pués. se observ6 proliferaci6n celular en el 100% de los 8 platos 
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Je c'_:lt.ivo sembrudos (tabla 2). 

Estas cAlulas presentaron inhibici6n por contacto, limitando 

su estado de saturaci6n a una monocapa parecida a la de fibroblas 

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 µ de diáme­

tro y de 91 a 210 ~ de ancho. El citoplasma era muy abundante de 

color rojo y una zona perinuclear de color azul intenso con una -

alta densidad de vacuolaciones. 

El núcleo era ovoide o redondo y en algunos casos cariorréxi 

co, de color rosa, con un diámetro entre 33 y 64 µ, en donde se -

podía observar una cromatina de aspecto ligeramente granulado y -

de l a 5 nucleolos. En ocasiones se presentaban células con 2 y -

nGcleos (cabla 3). 

Estas células se han mantenido en cultivo continuo durante -

más de B meses, mediante subcultivos cada 3 semanas, por lo que -

se consider6 que se había establecido una l!nea celular y se le -

dió la clave de LNG-83. Asimismo, se procedió a la criopreserva-­

ci6n en nitr6geno líquido de estas células. 

Caso 6: Liposarcoma Recidivo. 

Los trozos de tejido, provenientes de un liposarcoma recidi­

\·o, sembrados por el método de adherencia por contacto, dieron lu 

gar a células que comenzaron a migrar hacia el sustrato de culti­

vo en la periferia de éstos a partir de las 48 hrs de incubaci6n, 

obteniéndose confluencia celular 9 días después. Además, se lley6 

a cubo el m~todo de disgregaci6n secuencial enzimática con los :--
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ti·ozos de tejido del tumor, obteniéndose células adherentes a las 

24 hrs de incubaci6n y una confluencia celular de éstas 10 días -

después. Se o~scrvó proliferación celular en el 100% de las 8 ca­

jas de cultivo sembradas (tabla 2). 

Estas células se distribuyeron al azar en el sustrato de cul 

tivo y se encontraban sobrepuestas aún sin haber llegado a la con 

fluencia. Al alcanzar altas densidades, formaban pequeñas islas 

de agrupaciones celulares de varias capas de grosor (fig. 5). 

Cabe aclarar, q~e las células obtenidas por los 2 diferentes 

métodos, presentaron las misma características morfológicas, por 

lo cual se consideraron de un sólo tipo celular y fueron descri-­

tas de la misma manera. 

Las células obtenidas presentaron formas generalmente de ti­

po fusiforme, triangular e irregular, con medidas que iban de 197 

a 330 µde diámetro y de 44 a 117 µ de ancho. El citoplasma era -

abundante de color azul intenso, con una moderada cantidad de gr~ 

nulaciones de color rojo distribuidas al azar y una zona perinu-­

clear con baja densidad de pequefias vacuolaciones. 

El núcleo era ovoide de color rojo, conun 1iámetro entre 19 

y 34 µ, en donde se podía observar una cromatina de aspecto fino 

y de l a 5 nucleolos (tabla 3l • 

Estas células se han mantenido en cultivo continuo durante,_­

más de 8 meses' mediante subcuí ti vos cada 6 días, por lo cual se 

consider6 que se había establecido una línea celular y se. ie di6; 

la clave de L?F-59. Asimismo, se procedi6 a. la criopreservaci6n 

·m nitr6geno líq\lido de estas c~lulas. 
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- Células Obtenidas a Partir de Tumores de Diferentes Tejidos. 

Caso 7: Condrosarcoma Mesenquimal. 

Los trozos de tejido, provenientes de un condrosarcoma mesen 

quima! 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 éstos a partir de -

los 7 días de incubaci6n, obteniéndose confluencia celular 30 días 

después. Se observ5 proliferación celular en el 36% del total de 

las 11 cajas de cultivo sembradas (tabla 2). 

Las células obtenidas de esta manera, presentaron generalme!! 

te forma estrellada o triangular con prolongaciones dendríticas, 

con medidas que iban de 199 a 399 µ de diámetro y de 100 a 223 µ 

de ancho. El citoplasma 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 oscuro en donde algunas veces se presentaba una al­

ta densidad de pequeñas vacuolas que le dan apariencia reticular. 

El núcleo era ovoide de color rojo, con un diámetro entre 32 

y 49 µ, en donde se podía observar una cromatina de aspecto fino 

y de 1 a 6 nucleolos (tabla 31 fig~ 6). -

Estas 

meses. 

Caso 8: Leiomiosarcoma. 

Los trozos de tejido, provenientes de un leíorníosarcoma_ re-­

troperitoneal recidivo, sembrados por el m~todo de disgregácítSn -

secuencial enzirn~tica, se adhirieron al plato ae cultivo a las 48 
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!1rs de incubaci6n, obteni&ndose confluencia celular 6 días des---

pués. Se observ6 proliferación celular en el 100% del total de --

los 12 platos de cultivo sembrados (tabla 2). 

Cuando los cultivos se encontraban saturados, formaban agru-

paciones celulares (como islas), con varias capas de grosor aún -

sin haber llegado a la confluencia total. 

Las células obtenidas de esta manera presentaban forma excl~ 

sivamente de huso, con medidas que iban de 158 a 234 µ de diáme--

tro y de 18 a 100 µ de ancho. El citoplasma era escaso de color -

azul intenso con vacuolaciones pequeñas distribuidas al azar. 

El núcleo era ovoide o redondo, de color rojo púrpura, con -

un diámetro entre 31 y 49 µ, en donde se podía observar cromatina 

granulada y de 1 a 2 nucleolos. En la mayoría de las célula~~e -

presentaban de 2 a 5 núcleos, algunas veces se presentaban equi-­

distantes entre sí y en otras ocasiones r.eunidos .en el_ centro de 

la célula (tabla 3, fig. 7). 

Estas células se mantuvieron en ·~~ltiv9' Jo~til'I~() 
semanas. 

Caso 9: Schwannoma Maligno. 

Los trozos de tejido provenientes de un Shwannoma maligno, -

sembrados por el método de adherencia por contacto, dieron lugar 

a células que comenzaron a migrar hacia el sustrato de cultivo en 

la periferia de éstos a partir de los 10 días de incubaci6n, obt~ 

niéndose confluencia celular 5 días despu&s. Se observó prolifer~ 

ción celular en el 66% de los 8 platos de cultivo sembrados (ta--

bla 2). 
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Las células obtenidas de esta manera, presentaron generalme~ 

te formas irregulares o poligonales, con prolongaciones de ori-­

gen dendrítico, con medidas que iban de 179 a 455 µ de diámetro y 

de 100 a 298 µ de ancho. El citoplasma era abundante de color vio 

le ta en donde a veces se presentaron grandes vacuolas. 

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

xico, de color rojo púrpura, con un diámetro entre 24 y 60 µ, en 

donde se podía observar una cromatina de aspecto granulado y ge--

neralmente 2 nucleolos (tabla 3, fig. 8). 

Estas células se mantuvieron en cultivo continuo dúrante 3 -

semanas. 

Caso 10: Histiocitoma Fibroso Maligno. 

Los trozos de tejido, provenientes de un histiocitoma fibro­

so maligno, sembrados por el método de adherencia por contacto, -

dieron lugar a células que comenzaron ailligrar hacia el sustrato 

de cultivo en la periferia de éstos, a partir de los 30 días de -

incubación obteniéndose confluencia celular 8 días después. Se o~ 

servó proliferación en el 70% de los 10 platos de cultivo sembra­

dos , tabla 2), 

Cuando los cultivos se encontraban saturados formaban agrup~ 

ciones celulares (corno islas), con varias capas de grosor, aún -­

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 µ de di~ 

metro y de 101 a 225 µ 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 inclu20 se prolongaban fuera de éste 

a manera de rosario y una zona perinuclear con una baja densidad 

de pcquefias vacuolaciones. 

El núcleo.era ovoide de color rojo púrpura, con un diámetro 

entre 33 y 55 µ, en donde se podía observar una cromatina de as--

pecto reticular y de 2 a 3 nucleolos (tabla 3). 

Estas células se han mantenido en cultivo continuo durante -

más de 12 meses, mediante subcultivos cada 20 días, por lo cual -

se consideró que se había establecido una línea celular y se:.le -

di6 la clave de HBV-60. Asimismo, se procedi6 a la CI"iopr~sei,~a;--
ción en nitrógeno líquido de estas células. 

..·,>··· .·x 
- Células Obtenidas a Partir de Gangliós Lirtf,~tT~o:Ó'i~ /"· 

Caso 11: Linfoma Linfoblás tico. · ·. ·· · ·· · .. 

Los trozos de tejido, provenientes de üii Ú~!o~a linfoblásti 

co, sembrados por el método de adherenciap0r contacto, dieron lu 

gar a células que comenzaron a migrar hacia el sustrato de culti­

vo en la periferia de éstos, a partir de los 30 días de incuba--­

ci6n obteniéndose confluencia celular 7 días después. Se observó -

proliferación celular en el 37% de los 12 platos de cultivo sem--

brados (tabla 2} • 

Las céluias al llegar a confluencia formaron haces paralelos 

y dieron la apariencia de tener un cierto grado de orientación. -

En este caso, no existi6 inhibición por contacto, pues las célu--

las continuaban proliferando hasta llegar a formar varias capas, 

form&ndose una nueva capa s6lo hasta que la anterior se encentra-

ba confluente (fig. 10). Cabe mencionar que las células 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 es ta manera, presentaban generalme!:_ 

te forma de uso parecida a la de fibroblastos de tejido conjunti-

vo, con medidas que iban de 100 a 240 µ de diámetro y de 14 a 62µ 

de ancho. El citoplasma era escaso, de color azuloso y en algunas 

ocasiones se presentaban pequeñas vacuolaciones en la zona perin.!:!_ 

clear. 

El núcleo era ovoide de color rosa claro, con un diámetro e!! 

tre 1 o y so µ, en donde se podía observar una cromatina d_e -a-~pec­
to fino y de 2 a 4 nucleolos (tabla 3). 

Cuando los cultivos se encontraban confluentes aparecían cé-

lulas gigantes, que llegaban a medir hasta 514µ de diametro y 266µ 

de ancho, con un núcleo de 53 µde diámetro. 

Estas células se han mantenido en cultivo continuo durante -

más de 12 meses, mediante subcultivos cada 6 días, por lo cual se 

consideró que se había establecido una líneas celular.y se 1e dió 

la clave de LFE-24. Asimismo, se procedió a la criopreservación -

en nitrógeno líquido de estas células. 

Además de las células adherentes antes descritas, se obtuvo 

una proliferación de células en suspensión de tipo linficítico a 

los 17 días de haber sembrado, por el método de disgregación mecá 

nica, los trozos del ganglio linfático. 

Las cllulas obtenidas de esta manera, presentaron generalme~ 

te forma redonda, con medidas que iban de 29 a 46µ de diámetro. -

El citoplasma era abundante, de color azul oscuro y en algunas 

ocasiones presentaba vacuolaciones de diversos tamaños. 
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El nOcleo era oval o irregular, exclntrico de color rojo, con 

un diámtro entre 18 y 38 µ, en donde se podía observar una cromati:_ 

na finamente reticulada, con ausencia de nucleolos (fig. 11). 

Estas células se mantuvieron en cultivo continuo durante 3 se 

manas, y se les encontr6 un índice mit6tico de 12.6% en su fase de 

crecimiento exponencial. 

Caso 12: Ganglio Tuberculoso. 

Los trozos d,e tejido de un ganglio cervical proveniente de un 

paciente con tuberculosis, sembrados por el método de adherencia -

por contacto, dieron lugar a células que comenzaron a migrar hacia 

el sustrato de cultivo en la periféria de. estos a partir de fos 13 

días de incubación, obteniéndose confluencia celular 35 días des--
,. ·'_, -··, .·'-·: 

pués. Se observó proliferación celÚlár eb~ei 38% del· total de fos 

13 platos sembrados (tabla 2) . 

Antes de llegar a la confluencia·, estos cultivos formaban 

agrupaciones celulares como islas con varias capas de grosor, las 

cuales se interconectaban entre sí al saturarse el cultivo, dando 

una apariencia de entrerrejado y quedando una monocapa celular en-

tre lllas, observándose ad~as, la formación de matriz extracelu--

la::: de apariencia velamentosa (fig. 12) . 

Las células obtenidas de esta manera presentaban generalmente 

forma triangular t fUSiforme 0, irregular I COn prolongaCiOneS Vela--

mentosas, con medidas que iban de 191µ a 338µ de diámetro y de 27 

a 147µ de ancho. El citoplasma era abundante de color azul claro,­

con gran cantidad de granulaciones rojas distribuidas al azar y -­

una zona perinuclear de color azul intenso con una alta densidad -

de pequeñas vacuolaciones. 
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El núcleo era ovoide o redondo de color rojo, con un diámetro 

entre 21 y 90 µ, donde se podra observar una cromatina de aspecto 

fino y de 1 a 4 nt;cleolos (tabla 3). 

Estas células se mantuvieron en cultivo cor.tinuo durante 7 me 

ses, mediante subcultivos cada 7 días, por lo que se consider6 que 

se había establecido una línea celular y se le di6 la clave de GTG 

-3. Actualmente, s6lo se les mantiene criopreservadas en nitr6geno 

líquido. 

- Fibroblastos Nonnales de Piel Humana (VC-2). 

Las c~lulas de esta lrnea crecran de manera ordenada, forman­

do haces paralelos, con una orientaci6n definida. Al llegar a con­

fluencia, exhibían inhibici6n por contacto, pues detenían su crecí 

miento limitando de esta manera su estado de saturaci6n a una mono 

capa celular (fig. 13) • 

Estas células presentaban forma de huso, con medidas que iban 

de 111 a 271 µ de diámetro y de 16 a 47 µ de ancho.El citoplasma -

era escaso de color azul, con pocas granulaciones arregladas sobre 

fibras y vacuolaciones pequeñas distribuidas al azar. 

El núcleo era ovoide de color rojo, con un diámetro entre 20 

y 29 µ, en donde se podía observar una cromatina de aspecto gran~­

lado y de l a 6 nucleolos. 

Estas c~lulas se han mantenido en cultivo continuo 

más de 

las de 
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Fig. 2.- osteosarcoma OSX-1 UOOX!. 

,, .:lf 

.. 
~ , ... }\~"\, 

·' . '\ .. 

Fig. 3.- Osteosarcoma OSX-2 (lOOX). 

2 y 3.- Cultivos saturantes donde se puede observar conglomeraciones celul! 

:,:ibrepuestas en varias· capas (C), así como la existencia de ,superficies ca-­

t~s de células (V) . 
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Fig. 4.- Liposarcoma UlG-83. cultivo saturante en monocapa con carencia de esp~ 

cios sin células U 25l!l • 

Fig. 5.- Liposarcoma LPF-59. Cultivo saturante donde se puede observar conglom~ 

raciones celulares sobre p·Jestas en varias capas (Cl, as! CQlllO la existencia "de 

superficies carentes de c~lulas (V) (60Xl. 
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Fig. 6 - Condrosarcoma. Célula de forma estrellada con prolongaciones dendrit! 

cas ;~) y citoplasma abundante (C) donde se observan grandes vacuolas (V) ISOOX) . 

Fig. 7.- Leiomiosarcoma. Células fusiformes rnultinucleadas con escaso citopla~ 

11\il, en donde se pueden observar pequeñas vacuo la e iones ( SOOXl. 
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Fig. 8.- Schwannoma maligno. Célula de for:na irregular con prolongaciones dendr~ 

ticas (O), donde se puede apreciar un citoplasma abunante (C) y núcleo irregular 

(500X). 

Fig. 9.- Histiocitorna fibroso maligno HBV-60. Cultivo saturante donde se puede 

obsen•ar conglomeraciones celulares sobrepuestas en varias capas ,:(C), as! ,~ 
la ru¡istencia de superficies carentes de células (V) (.60X). 
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Fig. 10.- Fibroblastos reactivos de Linfoma linfoblástico LPE-24. Cultivo de cé 

lulas confl1Jentes, donde se observa un cierto grado de orientación y células so 

brepuestas que indican el nacimiento de la segunda capa celular (100Xl. 

Fig. 11.- Linfoblastos de Linfoma linfoblastico. Cultivo en suspensión, donde -

se puede apreciar un conglomerado celular con linfoblastos en reproducción (Lb) 

y linfocitos activados (La) (400Xl. 
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Fig. 12 .- Ganglio tuberculoso GTG-J. Cultivo saturan te donde se puede observar 

conglomeraciones celulares sobrepuestas en varias capas e i ntorconectadas entre 

sí, que dan la apariencia de entrerrejado (R). Asimismo, se aprecia una monoca­

pa celular entre los conglomerados (MI (óOX). 

Fig. 13. - Fibroblastos NormalP.s VC-2. Cultivo saturan te en monocapa con caren-­

cia de espacios sin células, donde se observan haces paralelos celulares con -­

una orientación definida (J25X). 
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BJ Cinética de Proliferaci6n Celular. 

La deterrninaci6n de las propiedades cinéticas (tiempo de do--

blaje, tiempo de latencia y densidad de saturaci6n) (tabla 4), fué 

llevada a cabo en las líneas celulares provenientes de 5 sarcomas 

(OSX-1, OSX-2, HBV-60, LPF-59 y LNG-83) y en las lineas de fibro-­

blastos normales de piel y reactivos de ganglio (VC-2 y LFE-24). -

Todas estas líneas celulares han sido mantenidas en cultivo conti-

nuo durante más de 7 meses. 

El comportruniento cinético de las distintas líneas celulares 

cultivadas fué diferente en todos los casos (gráfica 1). 

El tiempo de doblaje más largo perteneci6 a la línea HBV-60 

co~ 156 hrs, seguido por la LNG-33 con 118 hrs, las líneas OSX-1 y 

OSX-2 con 64 y 72 hrs respectivamente, la LPF-59 con 42 hrs, hasta 

llej1r a las líneas LFE-24 con 29 hrs y la VC-2 con un tiempo de -

doblaje que fué de 27 a 34 hrs. Cabe aclarar, que en este Gltimo -

caso se obtuvieron 2 curvas de proliferación y por lo tanto se. -to-

ma un rango en el tiempo .. de doblaje (.tabla 4). Por otro lado, para 

la línea LPF-59 -se determinó el tiempo de doblaje que tuvo después 

de su fase de prolffei:cl'bi6~ exponencial, siendo éste de 310 hrs. 

El tiempo de latencia fué de o hrs para la línea HBV-60, se-­

guida por la LPP-59 .con 10 hrs, la LFE-24 con 21 hrs, las líneas­

OSX-1 y O~X-2 con 36 hrs ambas, la LNG-83 con 48 hrs y finalmente 

la VC-2 con 72 hrs (tabla 4). 

La densidad de saturaci6n más al ta encontrada· >fu~ para la lí­

neJ LFE-24 con 46 I 777 cel/cm2, después la línea VC-"2 eón 44, 698 ~­

cel/cm2, la LPP-59 con 22,860 cel/cm2, laHBV~60c~n 18,l9lc-é1/cm2 • 
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la osx-2 con 16,632 cel/cm2, la OSX-1 con 14 553.cel/c~2 ·:.En el ca 

so de la línea LNG:-83, no. fué posible deterni nar ~u/c1~h'iidaa máxi­

ma de saturación (tabla 4) . 

C) Crecimiento de Colonias en Agar. 

Este ensayo se llevó a cabo con las líneas celulares OSX-1, -

OSX-2, LPF-59, LNG-83, HBV-60, LFE-24 y VC-2. El resultado obteni-

do fué negativo para todas estas líneas, puesto que después de 15 

días de cultivo en agar, no se observo formación de colonias en --

ninguno de los casos, aún cuando las células se encontraban bien -

conservadas (esféricas y birregringentes al microscopio invertido) 

después de este lapso de tiempo. 

res: 

Dl CaracterísticasBioquímicas. 

1.- Producción de colágena por las drfeient;~;ún¿~scelula-­
, :~· .. ;~~'. /:~:::~i "': ~. --.--

La determi~ci6n del contenido de colá9eni'i,ff! s~¡t~.~~~'en -

las líneas celulares osx-1, osx-2, LPF-59, liBv.:60, Í.FE:.:24>y~vc-2. 

Esta determinaci6n se llevó a cabo en todos lo~ ca~os,-_t~h~d 0,~n m~ 
dio nutritivo como en la capa celular, obteniendose a~:~f~ manera 

la producción de colágena por célula por día. 

La más alta producción de colágena fué encontrada en la línea 

celular OSX-1, en dOnde se obtuvieron valores de 0.01 rng en>la ca-
·· ... · ... 6 

pa celular y 5;5 rng en el medio nutritivo a partir de 2.19 x 10 -

células, para dar una producción total de 830 pg de colágena/cel-­

día. A continuación en orden decreciente se encontr.6 la línea cel~ 

lar LPF-59, en donde se obtuvieron valores de o.01·mg en la capa -
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celular y 7.08 mg en el medio nutritivo a partir de 3.89 x 10 6 c6-

lulas, para dar una producción total de 606 pg de colágena/cel-día. 

En la línea 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 10 6 

células, para dar una producci6n total de 190 pg de colágena/cel-­

dfa. En la línea.celular 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 -

x 10 6 células, para dar una producci6n total de 136 pg de colágena/ 

cel-día. En la línea celular VC-2, se obtuvieron 0.14 mg en la ca­

pa celular y 2;11 mgen el medio nutritivo a partir de 5.86 x 106 

células, para dar una producción total de 120 pg de colágena/cel -

día. Por último;,se encontr6 que la menor producción de colágena -

se di6 en la línea celular LFE-24, en donde se obtuvieron valores 

de 0.19 mg en la capa celular y 0.46 ngen elmedio nutritivo~a -­

partir de B.91 x 106 células, para dar una producC::i6n total de. 25 

pg de colágena/cel-día (tabla 5) • 

2. - Determinación de lisozima: ; 

La determinación de la secreción de 

tritivos provenientes de las líneas celulares HBV.-60, LFE~24 y VC-2 

que fué realizada por el método turbidimétrico. con~ Micrbcoccu's.:.ly­

sodeicticus, resultó negativa en todos 

3.- Tinciones histoquímicas: 

- Posfatasa ácida.- La determin~ci6n de fosfat.ása áqi.aá Y.fo~ 
fa tasa ácida tartrato resistellt:~,' ~~·>hl~o P<>{ll1'.e¿¡fo d~ ti~·c~6~, t¡j.s 

·'· '~· : 

toquímica con las líneas cel~l~r~~ osx-1,' o~x:.:2,· HBV~GO~. LFE~S9, -
::.~~d~:'~.: ·~ :~ _: ~". 

LNG-83, LFE-24 y VC-2~ 
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La mayor actividad enzimática fué observada en las células -­

provenientes de las líneas OSX-2, HBV-60 y LNG-83, ya que en éstas 

fué alta para ambos tipos de enzima. Enseguida, se registr6 una as 

tividad media en las células de las líneas osx-1 y LPP-59. Final-­

mente, en las líneas celulares LPE-24 y VC-2, se registr6 una ~et! 

vidad baja para fos!atasa ácida, presentándose en el caso de la 

fosfatasa ácida tartrato resistente una actividad media para la 

LFE-24 y alta para VC-2 (tabla Gl. 

- Fosfatasa alcalina. - La deterroinaci6n de fosfa tasa alcalt.n~ 

por medio de tinci6n histoqu!mica se realiz6 para las lineas celu­

lares OSX-1; OSX;..2, HBV-60, LNG-83, LPP-59, LFE-24 y VC-"2 .• La 11".-­

nea celular OSX-2, di6 una actividad alta de esta enziroa, siendo ... 

la mayor observada en este experimento, de.- la miSina .manera,, se re­

gistr6 una actividad media en las c~lulas de OSX-:1,. LPF-59 y .LNG.-­

-83. Finalmente, las c~lulas de las 11'.neas .HBV-:60 ,, LFE.;.24 y VC-2, 

no exhibieron actividad enzim.ática ~lgu~a (t~bla 61 ~ 'o": 

- Determinaci6n de peroxida~~. - La deterininaci6n. de pel':oxtda­

sa por medi.o de tinci6n histoqutmi:.ca, fu~ realizada para las H---
'" ' 

neas celulares HB.V-60, LFE;.24 y VC..;2¡ res.ultando .n~ativa en los -

3 casos (.tabla 6 l.~ 

- Determinaci6n de U.pidos.~ E:ste ensayo se realiz6 para las 

líneas celulares LPF-59, LNG.:083í LFE-24 y VC:-2 ,. mediante la t~cni­

ca de Oi.l Red O, encontrándose r~iJ.l.Í:_a~os négativos en todos los -

casos (.tabla 6l.. 



TIPO CELlJIAR 

Ostrosarocma 

OSX-1 

Liposarcana 

LPF-59 

OSX-2 

T A B L A No. 5 

PRODUX:ION DE (l)LJ\GEN.l\ POR IJ\.S DIFERENTES LINEAS CELL1J.l\SRF.S. 

Número de célu 
las cultivadas 

( X 106 ) 

Cantidad de ca- Cantidad de co­
lágena en la ca lágena en el me 
pa celular (mgf dio (mg) 

0.01 5.50 

Cantidad total 
de colágena 

(mgl 

Producción de 
colágena 

pg /ccl-rlí" 



TIPO CELULAR 

Osteosarcoma 

(OSX-1) 

Osteosarcoma 

(OSX-2) 

Liposarcoma 

(LPF-59) 

Liposarcoma 
(LNG-83) 

Histiocitoma 
(HBV-60) 

?ibroblastos 
normales 
(VC-2) 

:..infoblastoma 
;: (LFE-24) 

11.D. - No se 
:+++) Alto. 

Normal 

++ 

Tartrato 
resistente 

++ 
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El Características Inrnunol6gicas. 

Las características irununol6gicas determinadas fueron la pr~ 

sencia de receptores para Fe, presencia de receptores para C3b y 

actividad fagocítica. Estas pruebas fueron realizadas en las lí-­

neas celulares HBV-60, LFE-24 y VC-2, en dondE,, se encentraron re-

sultados negativos en los 3 casos. 

F) Interacción de Leucocitos de Sangre Periférica con las 

Diferentes Líneas Celulares. 

El cocultivo de leucocitos de sangre periférica de personas 

adultas normales con las líneas celulares OSX-1, OSX-2, LPF-59, -

HBV-60, LNG-83, LFE-24 y VC-2, se llevó a cabo en 5 experimentos, 

utilizando para ello 5 donadores distintos y usando siempre cuan-

do menos 2 líneas de sarcomas y una de fibroblastos. 

En ninguno de los casos se observ6 interacción de los 2 ti--

pos celulares en las 2 primeras horas de incubación, tanto en au­

sencia como en presencia de suero fetal de bovino. Esta interél.;C.;;:.. 

ci6n fué detectada a partir de las 24 hrs de incubación en- todas 

las líneas celulares pero en diferentes _grados (tabla 7) • 

En las líneas celulares, el grado de interacción varió desde 

muy bajo en las líneas LFE-24 y LPF-59, hasta muy alto en el caso 

de las líneas HBV-60 y LNG-:83 (tabla 7, fig. 14). 

La interacción que seestableci6 entre las células adheren-­

tes y los leucoc{~·os fu(\ a nivel de membrana, con predominio ~n'."''."' 
- - -

tre los leucoCi tos del tipc:¡ linfocítico sobre el mono 6ítico (fig. 

15) . se consideró como una interacci6n dli!bil cuando-.~~ encontrá--
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ron hasta 3 leucocitos adheridos a las células blanco, una inter-

acción fuerte cuando eran de 4 a 15 y corno una interacci6n muy --

fuerte con más de 15, lle<JiÍndose a observar hasta 70 leucocitos. 

Cuando la interacción era débil, los leucocitos presentaron 

una unión membranal reducida y una morfol6gía de tipo normal. --­

Cuando la interacción era fuerte, se presentó uniOn más intensa -

entre las membranas, teniendo los linfocitos una configuración --

tal, que se observaba un citoplasma abundante, lleg~ndose en oca-

sienes a distinguir los nucleolos lfig. 15}. 

Para determinar si esta interacción celular producía activa-,, 

dores celulares (linfocinas), capaces de blastogenizar a los li~-.0 

focitos de sangre periférica, se .cultivaron 3 líneas celulares_ 

CHBV-60, OSX-1 y VC~2), en presencia de éstos durante 10 días: 

A partir del quinto día de cultivo, las células de tipo linf~ 

citico que permanec!an en suspensión presentaron un claro cambio. 

morfológico semejante al presentado por los linfoblastos y las'c! 

lulas plasmáticas. Estos consistieron en un aumento .del volumen -

citoplasmático, acompañado de vacuolaciones, así como la presen-..,. 

cia de una zona periférica azurofílica y·una- zona-perinu~le~r}JUe 

recuerda el aparato de Golgi. El núcleo seobserv6 con.la ero~~~! 
na altamente condensada, presentando inclusi.ve 1 6 .2, :nu~~~616s y 

adopt6 una posici6n excéntrica en ia. c!Hula (f ig. 16 y 171~- En 
.· ... : •, ·. ';· ,' . .' 

ocasiones se observaron células en mi tesis (fig ;· G.a} ~, y s~ prese!!_ 

taron también agrupaciones celulares que~eC:cierda'nlas is1ás inmu 

nol6gicas (fig. 19 y 20). 



TA ll L A No, 7 

IN'!'F.PJ..CX:ION DE LELICXJCITOS DE SANGRE PERIFERICJ\ lll.MJ\NA CON I..l\S DIFEHENI'F.S LINEl\S CELUIJ\llli.S 

¡,¡ tlé:J\5 CELULARES 

l'ih. Normales (Vc-¿i 

fü<p. 1 Linloblal>toma (U'E-24) 

IListiocitoma (llUV-601 

l'ib. Normal ca (V<'-2 l 

i;xp. l lli!;tioci toma (l!llV-60) 

Ontcosarcoma (OSX-1 l 

LinfobluBtrmia (LFI::-l4) 

Liposarcoma r Ll'F-59) 

Exp. C.i¡,o,;arcuma (LNG-83) 

O!itr.ouarocma (OSX-1 l 

Ontuu!:arc:oma (OSX-2) 

1.l 11 r0Ll.1atoma ( LFl>-24) 

[;;'(p. 4 1~ipo;mrUJfn.l (LPP-59) 

_ [,(pü!>Mt:nrn~ (IJIG-113) 

¡,¡ nfoblautom.1 (Ll'E-;>4) 

l,J pú:1<.1rcomt1 ( UIG-11 l) 

111 Lera<..:ci6n dc3bil r:rJn 

leucocitos i 

17 

11 

42 

12 

Uot.1: 'l'odoH l<.m diltoo (ucron t.umadou a 
lo dÍiJH, nntliudr.mu <(uc "'' vnriabcln loa 

Intcr(_icción fuerte con 

leucocitos 

o 

In tcr.:ic:ci<J1i muy l ~1t..•rl t.' 

con 1 cw:oci to!; 'l. 

o 

o 
4 
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?ig. 14.- Células de histiocitoma interactuando muy fuertemente con un gran nú­

:nero de leucocitos de sangre periférica (lOOX). 

:i~. 15.- Una célula de histiocitoma interactuando fuertP.mente con leucocitos de 

sangre periférica. Se observa la presencia de linfocitos y monocitos, así como -

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



ªº 

Fig. 16.- Linfocitos de sangre periférica. La célula más grande muestra una mor 

fología típica de célula plasmática (lOOOXl. 

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

~1~~i6n haria cilulas plasm¡ticas (400Xl. 
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Fig. 18.- Linfocitos de sangre periférica most:!:ando una célula en mitosis (JOOOX). 
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¡;' ig. 19 

Fig. 20 

Fig. 19 y 20.- Leucocitos de sangre periférica mostrando agrupaciones celulares 

de monocitos <n> y linfocitos, semejantes a las llamadas islas inmunológicas. -

Asimismo, se distinguen los diferentes estadios de la diferenciación de los lin 

focitos hacia células plasmáticas (Cpl (400X y .lOOOX) • 
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G) Número Cromosómico. 

La determinación del número crornosómico fué realizada en las 

líneas celulares VC-2, LFE-24, OSX-1, OSX-2, LPF-59 y LNG-83, por 

medio de su tratamiento ron colchicina en un lapso de tiempo que -

dependía de su velocidad de proliferación celular. En el caso de 

la línea HBV-60, no fué posible la obtención del ntlmero cromosórn~ 

co, ya que su tiempo de doblaje tan largo impedía el tener una -­

cantidad suficiente de mitósis en estado de metafase. 

La línea celular VC-2, expuesta durante 6 hrs al tratamiento 

con colchicina presentó una· variación en el nGmero cromos6mico de 

40 a 48, con un número modal de 46, siendo ésto muy claro ya que 

se encontró en 32 de las SO mitosis contadas (tabla 8, fig. 21). 

La línea celular LFE-24, expuesta durante 6 hrs al tratamie!! 

to con colchicina, presentó una variación en el número cromosómi­

co de 14 a 64, con un número modal de 46, siendo éste también muy 

evidente, ya que se encontró en 25 de las SO mitosis contadas (t!!_ 

bla 8, fig. 22). 

La línea celular OSX-1, expuesta durante J.2 hrs al tratamie!!. 

to con colchicina, presentó una variación en el: número-drornos6mi­

co de 41 a 48, de un total de 30 mitosis contadas. El número mo-­

dal no pudo ser determinado, pues no eKistió un nGmero cromosómi­

co lo suficientemente constante, ya que los conteos más frecuen-­

tes fueron de 9 para 45 cromosomas y de 8 para 42 cromosomas. Ca­

señalar que en algunas ocasiones se lograron observar mitosis que 

presentaban cromosomas completamente pulverizados (tabla 8, fig. 

23). 
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La línea celular OSX-2, expuesta durante 8 hrs al tratamien-

to con colchicina, presentó variaciones en el número cromos6mico 

de 18 a 54, de un total de 50 mitosis contadas. El número modal -

no pudo ser determinado pues no existió un número cromosoma! lo -

suficientemente constante, ya que se presentó una gran variabili-

dad de éstos. Sin embargo, es notable el hecho de que 37 del to--

tal de los conteos se concentraron en el rango de 39 a 46 cremoso 

mas, presentándose éste último en 14 conteos. Cabe aclarar que en 

algunas ocasiones se lograron observar mitosis que presentaban 

cromosomas completamente pulverizados (.taóla 8, fig. 24). 

La línea celular LPF-59, expuesta durante 6 hrs al tratamien 

to con colchicina, presentó una variaci6n en el número_ cromos6mi­

co de 16 a 4 7, de un total de 50 mi tos is contadas. El núinero mo-·­

da l no pudo ser determinado pues no existió un número cromosoma! 

lo suficientemente constante', ya que los conteosJrnás frecuentes -

fueron de 10 para 46 cromosomas y de 11 pa~~ 44 ~rom~~o~as. Sin -

embargo, se encontr6 una alta frecuencia en el n~~~o dé co-nteos 

en el rango de 40 a 46 cromosomas, ya que aquí .se encontraron 36 

del total de los conteos. Cabe señalar que en algurias ocasiones -

se lograron observar mitosis que presentaban cromosomas completa-

mente pulverizados (tabla 8, fig. 25). 

La línea celular LNG-83, fué expuesta únicamente durante 3 -

hrs al tratamiento con colchicina, debido a que en los primeros -

subcultivos su proliferación era más rápida que en la curva de --

crecimiento presentada, ya que cuando se realizó ésta, su veloci-

dad de proliferación fuá de acuerdo a su adaptaci6n in vitre. La 
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var iaci6n en .el número crornos6mico fué de 39 a 4 6, de un total de 

30 mi tos is contadas. El nGmero modal no pudo ser determiando, --­

pues no existi5 un nGmero cromosomal lo suficientemente constan-­

te, ya que los conteos más frecuentes fueron de 6 para 44 cromos~ 

mas y de 8 para 46 cromosomas. Cabe señalar que en algunas ocasi~ 

nes se lograron observar mitosis que presentaban cromosomas com-­

pletamente pulverizados (tabla 8, fig. 26). 



·r A TI l. A No. o 

NUMERO CROMOSOMICO UE LAS DIPEREN'l'ES LINEAS CELULARES 
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Fig. 21.-..:. Metafase de la línea VC-2 (lOOOX). 

Metafase de la línea LFE-24 (lOOOXl; 

Fig. 21 y 22 • .,.: Metafases normales donde se presentan 46. crómOSoinas ~·· · 
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Fig. 23.- Metafase de la línea celular osx-1, donde se pueden observar 44 cromo 

~omas y posibles pulverizaciones (P) (1000.Xl. 

Fig. 24.- Metafase de la línea celular OSX-2, donde se pueden observar 46 crom2_ 

somas y posibles pulverizacioner, (Pl (lOOOX), 
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.. 
Fig. 25.~. Metafase de la l!nea celular LPF-59, donde se pueden obseryai'-41 cro­

mosomas ( 1 OOOX) ••. 

. .' 

.. 

ti ......... : .. 

Fi9. 26.- MeCafase de la línea celular LNG-83, donde se pueden observar 43 cro­

mosomas (1000X), 
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D I S C U S I O N 

un total de 12 biopsias fueron puestas .en cÚltiv9, dentro de 

un lapso de tiempo que no fué más allá de las 24 hrs desde su ex­

tracción hasta el momento de su siembra. Consideramos que este -­

lapso de tiempo transcurrido, no afectó directamente la eficien-­

cia en la proliferación de las células adherentes a partir de las 

biopsias, ya que como ha sido encontrado previamente, la eficien­

cia de la proliferación celular en el cultivo de tumores no es -­

afectada si la biopsia es sembrada antes de las 36 hrs de su ex-­

tracción (29). 

En nuestros experimentos, en 7 de los 8 'casos .. de los. sarco-­

mas, las ctUulas aparecieron en e.l sustrato de cultivo en un ran­

go de tiempo .que var.ió de 2 a 12 días a partir del inicio del cul 

tivo, la excepción se obtuvo en el histiocitoma fibroso maligno, 

donde las células tardaron 30 d1as en migrar hacia el sustrato de 

cultivo, lo cual pudo ser debido a la lenta prciiferaci6n que prese!! 

tan las células de este tipo de sarcomas in vivo (86). En lo que 

respecta al porcentaje de eficiencia de proliferación de los cul­

tivos procedentes' de estas biopsias, se obtuvo igualmente una ex­

cepci6n al comportamiento general de más del 50%, éste caso fué -

el condrosarcoma, en donde se observó que solo e_l 36% de los cul­

tivos presentaron proliferación celular, pudiéndose atribuir és-­

to, a la gran cantidad de estroma que e:xhibe normalmente este t.i­

po de tumor {39). y en consecuencia una baja densidad celular, lo 

que a nuestro juicio disminuiría notablemente el contacto di:recto 

de las células C.en la superficie de la biopsia) con el medio am~-
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biente externo y por lo tanto existiría menor probabilidad de que 

las células proliferaran fuera del tejido. Por otro lado, los fi­

broblastos reactivos procedentes del linfoma linfoblástico y del 

ganglio tuberculoso, tardaron en migrar del tejido al sustrato -­

de cultivo 30 y 13 días respectivamente, así corno tuvieron un po~ 

centaje de eficiencia de cultivo de 37 y 38%. Como fué descrito -

en nuestros resultados, al cultivar la biopsia de un paciente con 

linfoma linfoblástico, tuvimos además de una proliferaci6n de cé­

lulas en suspensi6n, de tipo linfocítico, una proliferaci6n de c~ 

lulas adherentes de tipo fibroblástico. En consecuencia consider~ 

mos que si las células en suspensi6n representan a la poblaci6n -

maligna, las células adherentes serían fibroblastos que prolife--

ran rápidamen~e debido a una respuesta de tipo reactivo. Por tan-

to, el establecimiento de una línea celular de este tipo nos per-

mitirá el poder hacer comparaciones con fibroblastos malignos pr~ 

venientes de sarcomas. 

Estos resultados nos indican que las células procedentes de 

sarcomas a excepci6n del condrosarcorna, que tuvo una densidad ce­

lular muy baja, presentaron una gran adaptabilidad a nuestras con­

diciones de cultivo, en comparación con las células de tipo reac-

tivo. Aunque posteriormente se discutirán datos más específicos s~ 

bre la malignidad de los cultivos procedentes de estos sarcomas, 

creemos que esta gran adaptabilidad puede ser indicio de élla, si 

c0nsideramos que una célula maligna ha llegado .a independizarse -

de los factores reguladores externos para su proliferaci6n. 

Dentro de la morfología que presentan la~. células en culti--
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vo, tenemos que los. fibroblastos norm11les provenientes de piel.hu-

mana y los fibroblastos reactivos (.del linfoma linfoblásticol exhi 

bieron características similares, como son, su pequeño tamaño celu -

lar y su forma alargada o fusiforme con escaso citoplasma. Estas -

características rnorfol6gicas concuerdan con las observaciones rea-

lizadas para fibroblastos de origen humano (40). Siendo que existe 

un gran problema para diferenciar morfol6gicaroente en cultivo in -

vitro entre fibroblastos normales y células malignas de origen me-

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

vos paralelos con f ibroblastos normales para tener un punto de com 

paraci6n de las propiedades evaluadas. Por otro lado, las células 

procedentes de ganglio tuberculoso, difirieron morfol6gicamente de 

los fibroblastos de piel y del linfoma linfoblástico, ya que pre--

sentaron un mayor tamaño celular, así como polimorfismo y caracte­

rísticas citoplaS111áticas que nos _hacen pensar en una mayor activi­

dad sintética. 

Estas caracter1sticas tipicas de 6é1ui.is reti~ulares ( 2 2} , ros 

sugieren que las células obtenidas a partir ~~i t:ej icjo de ganglio 

tuberculoso pueden ser de es te tipo. ,e 

En 7 de los 8 casos de sarcomas, 
,. -" - .. " ·' 

UIÍ 

mayor tamaño que las de tipo fibroblástico, así comd ~na forma di-

ferente, ya que mostraron pleomorfismo celular en los que se in--­

cluía principalJOente formas triangulares, estrelladas e irregula-­

res. Sólo en el caso de las células provenientes de leiomiosarccrna, 

se observaron células de tipo fusiforme, que semejaban más_ bien a_· 

células de mfisculo liso. En cuanto a las características citoplas- · 

:naticas, se observaron diferencias entre las mismas células neopl! 
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sicas, ya que en las células provenientes de los osteosarcomas -­

(OSX-1 y OS.X-2)., condrosarcoma, liposarcoma (LNG-83), Schwannoma, 

histiocitoma y leiomiosarcoma, el citoplasma presentó una gran a~ 

tividad sintética, posiblemente debida a una mayor producción de 

sustancias específicas de las células de origen. Lo anterior nos 

induce a pensar que estas células se encontraban más diferenciadas 

que las obtenidas a partir de los otros sarcomas. 

Por otra parte, en algunos casos las células presentaron nú­

cleos c0n características indicadoras de alteraciones de tipo neo 

plásico, como fué la picnosis en las células provenientes de os~ 

sarcoma, Schwannoma, histiocitoma y leiomiosarcoma; cariorrexis -

en las células provenientes de liposarcoma y Schwannoma y en e.l -

caso de leiomiosarcoma la presencia de 2 a 5 núcleos en la mayo'-­

ría de las células. 

En base a lo anterior podemos deducir, que desde un punto de 

vista morfológico, las células provenientes de las biopsias de 

sarcomas a parte de diferir grandemente de las células normales, 

exhibieron características típicas de alteraciones neoplásicas. 

Un criterio aceptado para establecer si las células de tipo 

fibroblástico mantenidas en cultivo in vitro son de origen malig­

no, es mediante la pérdida de inhibición por contacto. La línea -

celular de fibroblastos de piel mantenida en nuestro laboratorio, 

presentó co~o era de esperarse, este tipo de inhibición. Sin em-­

bargo, las células fibroblásticas provenientes tanto del linfoma 

linfoblástico corno 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 células sobrepuestas aún sin haber 

confluencia, lo cual fué similar al patr6n de proliferaci6n que --

presentaron la mayoría de los sarcomas. Por otro lado, tuvimos el 

caso de un liposarcoma C.LNG-83), cuya proliferación era estricta--

mente en monocapa. En consecuencia, consideramos que nuestros re--

sultados indican, que la inhibici6n por contacto no es una propie-

dad exclusiva de las células normales y de la misma manera, la pé~ 

dida de esta inhibici6n no es una propiedad distintiva de las cél~ 

las tumorales. Siendo que los diferentes cultivos efectuados con -

fibroblastos normales manifestaron tanto los patrones de prolifer~ 

ci6n de monocapa, de multicapa y de agrupaciones, suponemos que el 

tipo de proliferación in vitro dependerá del sitio de procedencia 

de las células y no de su malignidad. Por otro lado, se llegó a de­

tectar que en t6dos los cultivos en donde intervenían c~lulas ho -

malignas, se llega a una inhibici6n por densidad. Este fenómeno 

consistió en una inhibición en la proliferación celular una vez 

que el cultivo llegaba a una cierta densidad .• En contraste, las lí 

neas provenientes de los sarcomas humanos no présentaron in vitro 

esta inhibición por densidad, ya que el número de células continu~ 

ba aumentando, aunque más lentamente, despuéscde-haber pasadola -

etapa de prolU'eraci6n exponencial. Para determinar si este patrón 

de proliferación lenta ovedecía a un tipo de. cinética específico, 

se evaluó para la línea LPF-59 y se encontró que éste era exponen­

cial con un tiempo de doblaje de 310·. hrs<· ~l 6ual .; es ~uy inferior 

al encontrado durante su proliferacÜ5n .. iril~iai;a~ '42 hrs. Sería -­

conveniente el ampliar estos estucÍ:~~;'.1.J.tl.l;i~~~~0.1J.n. l!l~}'Or nilmero -
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=anto de líneas malignas como no malignas, para determinar si est~ 

seguna fase de crecimiento exponencial es exclusiva de células ca~ 

cerosas y obtener de esta forma un nuevo criterio de malignidad ir. 

vitre. Tal y como era esperado las células de mayor taroaño,tuvie-­

ron una densidad de saturaci6n menor como fué el caso para la OSX­

-1 con 14,553 cel/cm 2 , mientras que las células más pequeñas tenían 

la mayor densidad de saturaci6n de alrededor de 45,000 cel/~n2 pa-

ra los fibroblastos normales. Es interesante hacer notar que tanto 

la densidad de saturación como el tamaño celular de las líneas fi-

broblásticas LFE-24 y VC-2, sean semejantes a pesar de que la pri-

mera prolifera en multicapas, mientras que la segunda lo hace en -

monocapa. A nuestro criterio, ésto es posible s6lo sí el mismo na­

mero de células que al proliferar ocupan su lugar en la Gltima ca­

pa y existiera un mismo nGrnero de células que mueren en las capas 

inferiores, o si en lugar de una proliferaci6n existe un reacomodo 

de las células en monocapa para formar las capas superiores. A nu~ 

tro juicio la primera interpretaci6n sería la correcta ya que du-­

rante la deterillinaci6n de los conteos celulares, siempre se encon­

traba un número importante de restos celulares. Sin embargo, para 

aclarar esta situación sería_conveniente el efectuar determinacio-

ces de índice mitótico a lo largo de la formación de las diferen-­

tes capas. Por último, cabe mencionar que los 2 osteosarcomas (.OSX 

-1 y OSX-2l, presentaron también el mismo tipo de densidad celu--­

lar, ésto aunado al hecho de que las 2 líneas de fibro[:¡lastos pre-
' . ' . : . ''" :~ 

sentaron den is idades semejantes, nos podr_ía indicar que .esta propi~ 

dad puede ser específica de cada tipoce;lular. -- - --- - ___ ¿l~iE ___ _ 
-,-·,-_·--;-, ·-c':-:--o;; 

Ahora bien, en otros trabajos .se ha encon~rad9, que{ia~ líneas 
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de células malignas tienen por lo general una densidad de satura-

ci6n mucho mayor que aquellas formadas por células no malignas --

(13, 85), este concepto antagoniza con los datos presentados en -

este trabajo. La mayoría de los trabajos en los cuales se obtie--

nen densidades de saturación mayores para las células transforma-

das, por lo general éstas no son malignas, de lo cual surgiría el 

concepto de que existe algún mecanismo de transformaci6n específ:!:_ 

co asociado a la malignidad. Sin embargo, existen algunos traba-­

jos en los cuales las células malignas tuvieron una densidad roa--

yor a la de fibroblastos de piel del mismo paciente (.94!. Es evi-

dente que un estudio más detallado es necesario para aclarar este 

comportamiento que presentan las células malignas así como las de 

origen normal. 

A partir de los datos obtenidos de las curvas de prolifera-­

ción, encontramos que los tiempos de doblaje de las líneas fibro-
' - ·.<'·.;··. ..'.'', 

blásticas normales (LFE'."."24. y .VC'-'.-21, fuerón menores que los ohteni 

dos para las líneas;..~rd~~1Ú~htes ~~;;arcoroas,. lo cual corrobora -
'·-:~·: .- - :· 

la idea de que la prbl~ÚriiC:i6~'.Jiorillal no es necesariamente más -

lenta que la maligna. 

Cuando se evafu() el 'tiempÓ de latencia de las diferentes lí­

neas celulares, se encontró que para la línea HBV-60 éste fué nu­

lo, lo cual cornó. discutido anteriormente, nos fndica el alto.gra­

do de independencia que presentan estas células a las condiciones 

de cultivo y por lo tanto su malignidad. Hay que hacer notar que 

ésto último es apoyado por el estudio histopatológico en el cual 

se diagnosticó corno un tumor altamente agresivo. En consecuencia, 
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proponemos que el cultivo in vitre de células procedentes de sar­

caMs, nos da una posibilidad de evaluaci6n de malignidad a trav<fls 

del tiempo de latencia que presentan las células neoplásicas. Au-

nado a ésto, si tomarnos en consideraci6n que esta línea celular -

(!!BV-60). obtuvo el mayor tiempo de doblaje in vitro (156 hrsl. y -

que in vivo corresponde al tumor de evoluci6n más lenta, nos da -

una indicaci6n de que estas cfilulas son de origen maligno, pues -

ap3=te de la estrecha correlaci6n del comportamiento tanto in vi-

tro como in vivo, existe también el alto pdrcentaje de eficiencia 

de cultivo discutido anteriormente. 

Dentro de los sarcomas cultivados hubo 2 osteosarcomas y 2 -

liposarcomas. Las líneas de osteosarcoma presentaron propiedades 

cinéticas muy semejantes entre· sí, mientras que las de liposarco­

ma diferían grandemente en este aspecto. Esto según lo discutire­

mos más adelante, nos ilustra la forma en que los cultivos celul~ 

res contribuyen a la .determinaci6n del grado de dif erenciaci6n ob 

tenido por las células en diferentes tipos de sarcomas. Por lo 

que consideramos, que los 2 osteosarcomas presentaron un grado se 

mejante de diferenciaci6n 1 lo cual se corrobora con los diagn6sti­

cos histopatol6gicos, mientras que para los liposarcomas, la lí-­

nea LPF-59 era mucho más indiferenciada que la LNG-83, siendo és-

to contrario, por lo menos en nuestras condiciones de cultivo, al 

diagn6stico histopatol6gico que señalaba un grado de diferencia-­

ci6n celular similar para las c&lulas provenientes de las 2 biop-

sias. 
. . 

Una vez d_iscut~c1as~ las propiedades morfol6gica·s y de Cin&ti-
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ca de prol:. feraci6n, que confieren a nuestras líne.:is un comporta­

miento que se puede identificar como maligno, procederemos a con­

tinuaci6n .:i discutir los resultados obtenidos para otras pruebas 

usadas normalmente en la identificaci6n de malignidad como son la 

formaci6n de colonias en agar, existencia de enzimas citoplasmát! 

cas, producción anormal de colágena y número cromos6mico. 

Se sabe que los fibroblastos humanos cultivados in vitre no 

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

un factor llamado factor de crecimientd de sarcomas (SGF, del in­

glés sarcoma growth factor) (45, 99), por el contrario algunos f! 

broblastos transformados, o células provenientes de ciertos creci~ 

mientas malignos presentan esta formación de colonias. Aunque la 

explicación que se da a este hecho no es clara, este fenómeno po­

dría representar la adquisición de una nueva capacidad prolifera­

ti va de las células, dada ya sea por la transformación misma, o -

por la presencia del factor SGF. Siendo que ninguna de nuestras -

líneas fromaron colonias en agar, aún en presencia de medio 

cionado por ellas mismas, podemos pensar que el tipo de 

mación asociado a los 

células. Sin embargo; hay que tomar en cuenta que en la 

ra existen trabajos en los cuales un pequeño porcentaje 

sarcomas cultivados en agar, dieron lugar a la 

nias. Sería interesante estudiar el efecto que pudiese tener el -· 

factor SGF en la inducción a la formación de colonias en agar; 

ra poder corroborar la función del mismo. 

En caso de que pudiese inducirse a nuestras 
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:caci6n de colonias en agar, nos permitir!a la realizaci6n de clo-

nadas, lo cual nos proporcionar[a la vantaja de poder trabajar -­

con un sistema más homogeneo y de separar c€lulas dentro de una -

misma transformaci6n maligna, con diferentes g~ados de diferencia 

ci6n. 

La producci6n de colágena, como se pudo observar en los re-­

sultados, es mayor en las células tumorales que en las c~lulas de 

tipo fibroblástico, esto nos indica, que a pesar de que el proce­

so maligno conlleva a un estado de indiferenciaci6n celular, es-­

tas células conservan una característica importante del tejido m~ 

senquimal, como es la producci6n de coUigena. Por otro lado, la­

menor producci6n de colágena encontrada en las células f ibroblás-

ticas, no es anormal en cultivo de tejidos, pues es conocido que 

los fibroblastos in vitre tienen una baja producci6n de esta p~o­

teina. Si se quiere ver aumentada la producci6n de colágena, es -

necesario la adici6n de ácido asc6rbico, para que la síntesis de 

esta mal€cula se vea incrementada a niveles normales encontrados 

in vivo (681. Ahora bien, se observ6 que en todas las líneas celu 

lares existe una mayor cantidad de colágena en el medio de culti­

vo que en la capa celular, lo cual es normal, ya que la mayor ca!! 

tidad de colágena se encuentra diluida en el medio, en la forma -

de su precursor procolágena y solo una pequeña cantidad de ~sta, 

se polimeriza y se precipita para formar la matriz extracelt.Ílar -

(90). 

La presencia de altos niveles de fosfatasa ácida detectada -

en las líneas celulares .. f{BV-60, .OSX-1, osx-2, LPF-59 y LNG-83, y 
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no en los fibroblastos normales, nos indica una alteración en su -

expresión fenotípica ya que normalmente las células de tipo osteo­

citico y adipocítico no presentan una cantidad significativa de es 

ta enzima y las de origen histiocítico la presentan en bajas canti 

dades. Por otro lado, en el caso de la determinaci6n de fosfatasa 

ácida tartrato resistente, tanto las células provenientes de sarc~ 

mas como las fibroblásticas dieron una reacción positiva similar, 

por lo que no se puede decir que sea una parámetro indicador del -

origen o de alteración tumoral. Siendo que esta enzima no se encuen 

tra normalmente en fibroblastos nonnales, podemos pensar que la 

existencia de ésta en nuestros cultivos, posiblemente es debida a 

las condiciones comunmente utilizadas para experimentos in vitro. 

Además, la producción de fosfatasa alcalina por parte de las célu­

las neoplásicas, se ha considerado como un indicador distintivo de 

alteraciones malignas, lo cual se corrobora al no detectarse acti­

vidad de esta enzillla en fibroblastos normales y sí presen~arse ac­

tividad, a excepci6n de la líne.a HBV~60, en el resto de las lfoeas 

de sarcomas. 

Por último, además de las tinciones para fosfatasa ácida y a~ 

calina, se llevó a cabo la determinación de lípidos en las. líneas 

procedentes de los liposarcomas los cuales resul.taron. negativos, -

confirmándose de esta manera el fenotipo altera~o que prl:!sentan d! 

chas células. Asimismo, a la línea HBV-60 se le hicieron pruebas -

para demostrar la presencia de receptores para Fe y C3b, Producción 

de peroxidasa, secreción de lisozima y fagocitosis. Ahora bien, la 

ausencia de estas características histiocíticas en la línea· HBV-60 

típicas de estas células, puede venir i:roplicada· directamente i ·como 
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0n el c~so de las lineas lipídicas, por alteraciones producidas en 

el desarrollo maligno, lo que provocaría una pérdida en la semeja~ 

za con las células a partir de las cuales se originan. 

Dadas las características bioquímicas presentadas por las lí­

neas celulares procedentes de sarcomas, y en el caso de la línea -

HBV-60 también inmunológicas, consideramos que las células neoplá­

sicas no solo se caracterizan por tener un proceso de desdiferen-­

ciaci6n, sino que además puede existir un proceso de diferenciación 

aberrante, esto es, adquieren características funcionales que no -

corresponden con el tipo histológico del cual provienen, siendo é~ 

to causado por procesos anormales en la represión y expresión de -

su material genético lo cual se refleja en su fenotipo. Este proc~ 

so de diferenciación aberrante puedr ;.9r inclusive entre líneas c~ 

l~lares malignas originadas de un mismo tipo histológico, como fué 

en el caso de las líneas celulares OSX-1 y OSX-2, que exhibieron -

distintos niveles en la producción de colágena, fosfatasa alcalina 

y ácida, ast como también existieron diferencias en la ,producción 

de esta última enzima en las líneas celulares LPF-59 y LNG-83. 

El número-cromosómico diploide de 46 exhibido por las líneas 

fibroblásticas VC-2 y LFE-24, nos proveen de un buen punto de com­

paraci6n, el cual nos asegura que las características cromosomales 

presentadas por las líneas de sarcomas, son realmente representat~ 

vas de las alteraciones que pudieran tener estas células. in vivo -

i' no consecuencia 

de cultivo. 

Con la cromo-



s6mico, se efectu6 la deterrninaci6n del -núiiiero cromosornal para las 

4 líneas de sarcomas OSX-1, OSX-2, LPF-59 y LNG-83. En n~nguna de 

estas determinaciones se encontr6 un número modal clarc, indicándo 

nos con esto, la inestabilidad del material genético que presentan 

estas células. Además, se observ6 en todos los casos al~eraciones 

aneuplóidicas más específicamente del tipo hipoploide, la cual es 

una de las caracter!sticas distintivas que poseen las célulaa de -

origen maligno. Por lo tanto, lo anterior nos da un indicio m§s P! 

ra reafirmar que las líneas celulares obtenidas a partir de las 

biopsias de sarcomas, son realmente de origen maligno. Por otro la 

do, las células de las límeas OSX-1, OSX-2, LPF-59 y LNG-83 e.xhi-­

bieron mitosis con algunos cromosomas completamente pulverizados, 

lo cual sugiere que éstan infectadas por virus, apoyando ce esta -

manera, la teoría que propone una alteración maligna de origen vi­

ral en los osteosarcomas y lipcsarcornas (10,79}. Sin e~bargo, se-­

ría recomendable que en futuros trabajos se determinara en for~a -

precisa, si estas pulverizaciones son provocadas por una infección 

viral aldquirida en el proceso de cultivo, o si la presencia de vi 
rus es una característica común de estos.--sarcornas in vivo. Po!" úl­

timo, es interesante hacer notar que entre la líneas de origen adi 

poso obtenidas, hubo una alteración ·similar -en el nú:nero crornoso-­

rnal ya que se encontr6 un alto porcentaje de mitosis con 44 cr::>rno­

somas, siendo semejante al encontrado para 46 cromosomas. Sin em-­

bar90, hay que destacar que tanto la morfología corno el compvrta-­

rniento in vitro de estas 2 líneas fu& muy disímil. Esto se puede -

interpretar como que en ambos casos hubo el mismo factor etiol6gi-
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co causante de la transformaci6n neoplásica, pero que las células 

alteradas se emcontraban en diferentes etapas de su proceso de di-

ferenciaci6n. Por otro lado, no se encontraron alteraciones cromo-

soma.les, semejantes entre las 2 líneas de osteosarcomas, ya que --

mientras una mantuvo como mayoritario el número de 46 cromosomas, 

la otra presentó predominante 42 y 45. Siendo que en estos casos -

ambas líneas de osteosarcoma tenían tanto morfol6gia celular corno 

comportamiento in vitro semejante, prodríamos suponer que para es­

te caso no hubo un agente etil6gico común que origino estos sarco­

- mas, pero que las células se encontraban en semejantes condiciones 

de diferenciación. Es evidente que en ninguno de los casos analiza 

dos disponemos de un marcador de alteración cromosomal, ya que és-

tos no se presentaron en forma modal, por lo tanto creemos que se-

r!a pertinente el realizar estudios cariotípicos en los cuales sea 

pósible determinar en forma precisa, la ausencia de algún o algu-­

. ·- ,nos cromcsomas, así como posibles daños en estos, que pudiesen ser 

-> '.utilizados ·como'· marcadores específicos de ciertos tipos de sarco--

macr6fagos tienen la propiedad 

linfocitos de sangre periférica como un -

paso en el proceso de la respuesta inmune, al grado de formar aso-

ciaciones llamadas islas inmunol6gicas, supusimos que un buen mar­

cador, para la identificaci6n del origen histiocítico de. la. línea' 

HBV-60, consistía en evaluar la capacidad de interacción de est~s· 
: ~ ::: ' :' -.-~ '.:~'.~.: 

células con leucocitos_ de sangre periférica. Tal y como se osper~S 

'ba1 s~ detedt6 'úna interacci6n bastante fuerte a las-24 tirs~ ~i C:~i:~ 
tivo. Sin•embargo, al realizar los experimentos de interacción des 

- -- -==- --=..==_ ~-~-~--=--:.~---- ~ . - - ~ '. i. - • .. --
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pu~s Je l hr de cultivo, se observ6 que dicha interac~ión no se -­

proJuctH. Supusimos en consecuencia, que la interacción dete~tada 

~ntre los leucocitos y las células de la línea HBV-60, no r~prese~ 

triba al proceso de formación de islas irununológ i.cas (el cual es m'.:. 

di:cido por receptores y debería ser a cort:o plazo), sino a un proceso 

de reconocimiento entre célula m~iligna y leucocito normal que al -

cabo de 2~ hrs haya favorecido una interacción de reconocimiento -

más fuerte. 

Este concepto de reconocimiento de células malignas por leuc~ 

citos normales, no fué reforzado, ya que al estudiar el efecto de 

la interacción que pudiesen tener estos leucocitos con las otras -

céluL1s malignas, encontramos que el grado de dicha interacción 

ca~biaba en cada línea celular. La única correlación que se dió en 

tre este fenómeno y las características celulares estudiadas la en 

centramos con el tiempo de doblaje, ya que mientras este tiempo 

aumentaba también se incrementaba la interacción con leucocitos. 

Si tomamos en consideración que el tiempo de doblaje no ésta 

direct3me~te relacionado con el grado de malignidad de las células 

e~ cultivo, sino nás bien al grado de diferenciaci6n que las célu­

las hay;:rn "llcanzado al momento de su transformación maligna, cons.i 

deramos que si la interacción con leucocitos está directamente re­

lacionada con el tiempo de doblaje, puede este .fenómeno dar lugar 

a un ensayo cl!nico mediante el cual se determine el grado de dife 

renciaci6n de células provenientes de diferentes tumores. Sin em-­

~argo, no que~a claro el porqué el tiempo de interacción por noso­

::ros detectado está tan íntimamente asociado al tiempo que tarda -
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·1n~ célula en duplicarse. Es evidente que m5s estudios son necesa­

rios, para evaluar si algún fenómeno específico sucede en las cllu 

las durante su proceso mit6tico, que haga que los leucocitos no -­

puedan llegar a detect<lr algún marcador que produsca una reacción 

inmunológica importante. O que por otro lado, mientras las células 

se encuentran más diferenciadas, pueden aparecer ciertos recpeto-­

res membranales que permitan al sis temu inmune .su reccnocimiento. 

El hecho de que la interacción entre los leucocitos y las c€­

lulas adherentes tenga una función de defensa inmunol6gica, está -

dada por la producción de linfocinas las cuales activaron a los -­

linfocitos que no participaron en la interacción directa, ya que -

se encontró que aparecían conforme al tiempo de cocultivo células 

semejantes a linfoblastos y células plasmáticas entre los linfoci­

tos en suspensión, así como varias células en proceso mitótico. Es 

tos resultados indican que la interacción 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 blastosenización, 

que den lugar a la fabricación de anticuerpos anti tumorales µor cé­

lulas plasmáticas y a la proliferación local de células T inrnuno-­

competentes. Este mecanismo de activación fu€ muy importante, lle­

gando a presentarse un 20% de cAlul~s activadas a los 5 días de co 

cultivo. 
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e o N e L u s I o N E s 

1) Dadas las caracterl'.sticas morofol6gicas, bioquímicas, inmu 

nol6gicas y número cromosomal presentadas por las células obteni--

das a partir de las biopsias de sarcomas, pensamos que éstas son -

realmente de origen maligno. 

2) Las células ma.lignas cultivadas in vitro presentaron una -

maror independencia a los factores medio ambient<Íles de cultivo -­

que las células no malignas. 

3) El crecimiento de células norroales. no es :necesa;;.iarnent:e -­

:nás lento que el maligno, sino más bien éste tÍ1tim6 ha perdido su 

control a la proliferación. 

4 l No es exclusiva de las cHulas normales cul.ttvadas in vitro 

la i n!"iibición por contacto, así como tampoco es exciUsiva .de las -

células malignas cultivadas in vitro el. crecimiento en capas múlti 

ples. 

5) Las células neoplásicas no sólo se caracterizan por tener 

~n proceso de desdiferenciací6n, sino que además existe un proceso 

de diferenciación aberrante que puede ser causado por procesos anor 

males en la represión y expresi6n de su material genético. 

6) La interacción de leucocitos de sangre periférica humana -

con células cultivadas in vitro, esta relacionada con la tasa de 

;:i::oliferación de éstas y probablemente con su grado de diferencia­

ción. 

7) Los terminas malignidad y'diferenciación no sOn necesaria-
-,·,,::· 

::iente directamente corresporia.iE!nte'.s; ,ya ~J~ c~as 
. ,-. - - . --':~ :~7-:._-:_ .~--_:;._~-º--' ;.oc_- .-
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más malignas ne fueron siempre laa máa indiferenciadas. 

En resumen podemos decir que el trabajo aquí descrito aporta 

importantes avances en la parte teórica, en donde se contribuyó al 

entendimiento del proceso de malignidad y su correlación con el 

grado de indiferenciación de las células tumorales, mediante la 

utilización de líneas celulares irunortales prove::ientes de sarcareis 

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-­

renciación de un tumor, al interaccionar con leucocitos de sangre 

periférica y relacionarlo con la tasa de proliferación, así como -

el grado de malignidad al obtener el tiempo de latencia de las cé­

lulas tumorales en cultivo in vitro. 
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A P E ~ D I C E I 

Co~~osicifn de Algunos Medios Químicanecte Definidos lmgl. 

Sustancias 19.9 

L-alanina so 
Ac. L-amin:>-

butiril 

L-arginina-

HCL 70 

L-asparagina 

Ac. L-as~ 

co. 60 

L-cistina 20 

Ac. L-glu~ 

co 150 

L-g l u ramina 100 

Glicina so 
L-histidina 20 

L-hidraxip~ 

lina 10 

L-isoleucina 40 

L-leucina 120 

L-licina 70 

L-rnetioni::-.a 30 

L-ornitina 

L-fenilamina so 
L-prolina 40 

L-serina so 
L-taurina 

L-treonino1 60 

L-triptofaro 20 

!.-tircsina 40 

L-valina so 

M 

850 

25 

70 

30 

20 

75 

lCO 

50 

20 

J.O 

20 

60 

70 

. 15 

2S 

40 

25 

30 

la 
40 

2S 

E 

NCTC 
109 

314 

5.5 

D 

CMRL 
1066 

25 

I 

~ s 
o 

SM-2 
Medium 

s 
S-103 

27 

Eagle's 
. Medium 



109 

o.os 
0.(\1 

o.as 0.12 o.os, ,.o.Ol'/. 
0.01 0.02 0.01 

Pe.-: ':o f ena to 

~e calcio 0.01 

Co:!.ir'Ll o. 5 o .5 

.;;:. fólico 0.01 O.Ol 

r:-c;:;itol o.os o.os 
~::.=..::ina 0.02 

Pi= :doxa.mina --

p i=idoxina. 

Ri·.~fla.vina 

Tia:-.ina. 

"lit:. Bi2 
, ... - ... 
"--· n 

~.;::. 3SCOrbi 

o::; 

\''..::. D 

V'- K 

Ti.-:-..::a 

,\c. i!:ien!li 

co 

~~.:dti 

dir.1 

0.02 

0.01 

0.01 

(l.01 

0.05 

0.01 

0.1 

0.01 

10 

0.9. 

0.3 

0.3 

C.3 

0.3 

0.2 

0.02 

0.02 

0.01 

so.o 
0.01 

0.1 

0.01 

0.02 0~01 

1.25 o.s 
0.02 0.01 

0.12 o.os 
0.06 0.02 

0.06 0.02 

0.06 0.02 

0.06 0.02 

0.02 0.01 

Q.02 0.01 

0.1 

0.2S 

49.9 

. 0.04 

1.4 

0.01 

1.4 

0.4 

0.4 

0.4 

a.o 
3.5 

0.15 



5-metilci­

tosira 

5-roetildeoo 

xicitidina 

Timidina 

2-desoxiri­

l:osa 

0-ril:osa 

Cocarbixila-

Coenzi= A 

Difosfopi­

ridina 

Flavín aden::> 

sina 

Trifosfopir~ 

dIDl 

L'ridiratri-

fosfato 

Lecitira 

Ac. oleia:> 

Colesterol 

Glucosa 

D-glua:>samina 

Glucuronolac­

tona 

Glutatión 

Ao:!tato de 

sodio 

Gfocurorato 

de sodio 

N:lerosira­
tr: :os:' ato 

Et.a rol 

~Cl 

llO 



;:c1 

CJC1
2 

M:]Cl2 

M:jS02 

NaHi>CJ4 

Na2HP04 

Kll2"'04 

Naf-jQ)3 

CoC12 

CuS04 
Fe(NJ

3
) 
3 

MnC12 

(NH 4) .¡'dJ 4 

ZnS04 

Se mide un volumen de agua bidestilada 5% menor al volumen de 

medio total deseado, utilizando para !Hlo 2 matraces. Se adicionan 

13.4 g/l del medio de Eagle en polvo (Gibco Laboratorios, U.S.A.), 

agitandose suavemente, se agregan 3.7 g de bicarbonato de sodio, -

100 U/ml de penicilina y 100 µg/mlde estreptomicina. Se C:omplcine~ 

ta el volumen deseado con agua bidestilada, se ajusta el pH entre 

0.2 y 0.3 menos del que se desea, que es de 7.2 (~sto se ha~e .con 

ácido clorhidricol y se esteriliza por·fil~raci6n·cori bioxid6'de -

carbono, pasándolo a travi:!s de .una membrana. con poro de<:o.22 )J;,; 
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D I C E II.I 

Preparaci6n de Solución Amortiguadora 

- PBS con calcio y magnesio.-

En 1 litro de agua bidestilada, 

sustancias: 

Cloruro de calcio---------­

Cloruro de 

Fosfato de 

Fosfato de 

Cloruro de 

Cloruro de 

Una vez disueltas 

ácido clohídrico y se esteriliza 

membrana milipore cuyo poro 

- PBS sin calcio y sin rnagn~sio.-

Se prepara la solución anterior, 

de calcio 

clave. 

ti lada, las 

Tris 

Gloruro 

Cloruro 

Etilen-diamin-tetra-ac~tico(EDTA)--- 0.20 g 
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Posteriormente se agit~, se afora a 1 lt con agua bidestilada 

se ajusta el pK a 7.7 con ácido clorhídrico 10 N y se esteriliza 

por medio de autoclave a 20 lb durante 20 min. 

A P E N D I C E V 

Preparación de Reactivos para Fosfatasa Alcalina: 

Para la preparación de la soluci6n que contiene el sustrato es 

?ecífico en la tinción de fosfatasa alcalina, se disuelve 1 rng de 

:-laftol .;s-MX (.Sigma Chemical Co., U.S.A.). en o.so rol de N,N Dime--

tilformami:da (.Sigma Chemical Co., U,S .A.).; una vez disuelto el Naf 

tol AS-M.X, se agregan 5 ml de una solución amortiguadora de ace-

tato veronal 0.1 M a pH 9 y por último se disuelve en esta solución 

1 mJ/::il de sal rojo rápido TR (.Sigma Chemical Co., U.S.A. l. Para -

preparar la solución amortiguadora de acetato veronal, se disuel--

ven 1.17 g de acetato de sodio y 2.94 g de barbiturato de sodio -­

(Mallinckrodt Chemical Works Co., U.S.A.l en 100 ml de agua desti-

lada. De es ta solución se toman 5 rol y se le adicionan O. 25 ml de 

ácido clorhídrico 0.1 N, listo se mezcla con 17.75ml de agua de~ti 
lada. 

A i> E N D r e E vr · 

Preparación de Reactivos para Fosfatasa Acida: 

Pra la preparación de la solución fijadora, se toman 2 rnl de 

una solución concentrada de citrato l*t y se mezclan con 18 ml de 

agua destilada, a ésto se adicionan 30 rnl de acetona. Esta solución 

se debe de preparar en el momento de usarse. 

Para la preparación de la solución conteniendo el sustrato es 
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[A-'<:íficc¡ en la tinci6n de fosfatas.a .Scidu, se tornan 2 ml <le unas~. 

luciGn de Naftol AS-BI ácido fosf6rico a una concentraci6n de 12.25 

mg/ml en N,N Dirnetilfor~amida, se mezclan con 2 rnl de una soluci6n 

2.5 M de acetato (*) y en el caso de medir la enzima tartrato re--

sistente, se agregan 2 ml de una soluci6n 0.67 M de tartrato (*l 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 so 

lución de tartrato y en lugar de 44 ml de agua destilada se adicio 

nan 46 ml. Cna vez preparada esta soluci6n, se agregan 15 mg de "'--· 

sal Rápida de Garnet GBC, se mezcla bien yse filtra por papel Wat 

man No. S4. 

l.*>- Es tos. reac.ti.'(os _biel'I~~ Pl:'~P~rac}o}¡. 

fatasa ácida de 

I C E VII· 

Preparaci6n de Reactivos para Peroxidasa: 

Para preparar l<i. soluci6n que contiene el sús.trato específico 

en la tinciqn de peroxidasa, s.e disuelve el reactivo indicador de 

perox idas a l* l., el cual contiene 25 mg de_ p..,-Fenilendiamina de áci,.. 

do clorhídrico y SO mg de catecol, en SO ml de una ,soluci6n de 20 

m.M de maliato de Trizma (*l, se calienta a 37°C y por _último se le 

adicionan 0.2 ml de per6xido de hidrógeno al. 3%. 

l.*l. Estos reactivos bienen en el Kit. No. 39 :-A.para peroxid~ 

sa de Sigma Chemical co., u.s.A .• 
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A p E N D I e E v¡rr 

Preparación de Soluciones para Determinaci6n de Colágena: 

A continuación se describe la preparación de los reactivos em 

pleados en la técnica para deterrninación de colágena: 

-Solución estandar de hidroxiprolina. - Una solución es prepa­

rada por dil~ción de 25 mg de hidroxi-L-prolina cristalina lSigma 

c:-iemical Co., U.S.A.i en 250 ml de ácido clorhídrico 0.001 N . El 

estandar es p::eparado por diluciones con agua destilada para obte­

mer concentraciones de 1 a 5 ~g por 2 ml, 

-rruffer de ácido cítrico y ácido acético glacial.- 5 g de ác! 

do cítrico monohidratado, 120 g de acetato de sodio trihidratado, 

34 g de hidróxido de sodio, son diluidos en 12 ml de ácido acético 

qlacial ";. finalmente ajustados a un V·:>lumen de 1 lt. El pH debe co 

réegirse a un valor de 6, siendo guardada en refrigeraci6n con unas 

gotas de tolueno. 

-Cloramina T .- A O.OS M se prepara esta solución, disolviendo 

1.41 g de cloramina T (E. Merk,, Alemanial, en 20 ml de agua desti 

lada con 30 ml de roetil cellosolve (.Sigma de México} y 50 rol del -

b~:fer de ácido cítrico-ácido acético. La solución es guardada en 

un frasco ambar. 

-Acido perclórico.- Una solución 3.15 M es preparada por dil~ 

ción de 27 ml de ácido perclórico al 70% en 100 ml de agua destila 

da. 

- p-Dimetilaminobenzaldehido.- se prepara una soluci6n al,20t 

un poco antes de ser usad~, adicionando_metil cellosolye a 20 g~de 

p-Dimetilaminobenzaldehido (E. Merk, Alemanial, dando un volumen -
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[ i. na l de lQO ml . J>ara $u mejor di luc iéin puede ser colocado en un 

baño de agua a: '60~c,> hasta que no haya ningún residuo. 

A P E N D I C E IX 

Preparación de Soluciones para Determinación de Lisozima; 

- Suspensión de Micrococcus lysodeikticus - Se colocan 25 mg 

de paredes bacterianas de M. lysodeikticus 1 en 100 ml de una solu-

ción a~ortiguadora de fosfatos 0.067 M a un pH de 6.25 Esta sus-

pensión es pasada posteriormente a través de una malla fina para -

quitar las parttculas más grandes y asI obtener una solución horno-

génea. 

- Solución de lisozima.- Se colocan 100 )l<J de lisozima1· eri l 

ml de una solución amortiguadora de fosfatos de O. 067 M con un pH 

de 6.25 , de esta solución se toman alicuotas para obtener dilucio 

nes de 5 hasta 20 µg/ml. 

A P E N D I C E X 

Preparación de Eritrocitos Activados de Carnero (EAl; 

Se toman · 0.5 rol de sangre de carnero y se lavan 3 veces con 

3 ml de PBS, centrifugándose durante 3 min a 500g cada vez, después 

se agregan 2 rol de PBS y 2 ml de IgG (Cordies Laboratories, U.S,A.). 

diluida 1;600 en PBS sin calcio y sin magnesio. Se resuspenden las 

células y se incuban durante 30 min a 37°c, pasado este tiempo, --

los eritrocitos se lavan 3 veces con PBS de la manera antes descr~ 

ta y finalmente se resuspenden en 4 ml de PBS. 

Preparación de Eritrocitos ~ctiyados de Carnero más Compleme~ 

to (EAC): 
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se tornan 2 ml de El\/ o.a rn.l de PBS y 0.2 ml de suero humano -

·.orrnal dilui.do l:SO:en PBS. Las células se resuspenden y se incu--

:.an durante 30 111in á 37°C, después de pasado este tiempo, se lavan 

veces con PBS, dejándose en un volumen final de 2 ml de PBS. 

A P E N D I C E XI 

Preparaci6n de Ficoll-Paque: 

La soluci6n de Picoll para llevar a cabo la sepáración de leu 

';oci tos mononucleares se hace de acuerdo a la siguiente formula: -

Se prepara una soluci6n de Ficoll (Ficoll 400, Farmacia Fine Chemi 

cals, Suiza) al 9% en agua destilada. De esta solución se toman 24 

ml y son mezclados con lO ml de una soluci6n Hypaque CWinthrop 

Products, U,S.A.l al 34% en agua destilada. Estas 2 soluciones se· 

mezclan perfectamente, quedando con una densidad final de 1.07 

g/ml • La esterilizaci6n de esta 

de autoclave a 10 lb de presi6n 
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