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RE SUMEN. 

El sarcoma. transmisible venéreo·canino hi.§. 

tológicamente es una neoplasia que de acuerdo a la descripción de estudios 

. realizados con microscopía de luz y electrónica es de origen linfoide y cu

ya morfología es la de·ur.a célula inmadura. Por su amplia distribución geo

gTá:fica, su freC'..lente aparición en la población canina y su fácil manejo y 

oantenimiento en esta especie, el tumor ha sido utilizado como modelo de 

cáncer por diferentes grupos de investigación, de donde se desprenden estu-

dios de citogenética, transplantabilidad, inmu.~ología, ultraeatr-Jctu.ra. y o.i 
tofogía. 

Se decidio establecer, caracterizar y purificar una línea del STVC 

ya que ~ posteriori servirá para e:xamir.ar el efecto de drogas anticancero~ 

sas en este tipo de tumor. Esta línea se caracterizó dentro de los ~arame

tros morfológicos ( a microscopía de luz :r electrónica ) , carfotÍpicos, ci

néticos, de desa.rrollo en agar aemisÓlido, y en su potencialidad de produ

cir el tumor en un hos?edero homologo SUBceptible. 

Las células del STVC pre.sentaron características ,!!1 ~ similares 

a las reportadas para células tumorales y transformadas, con morfología'fi-

. broblastoide con abundante citoplasma y rasgos ultraestructurales semejan

tes a las ya observados en tumores venéreos invol~tivos. El número cromosó

mico modal fue ·de 59, y un tiempo de doblaje de la población celular de 403 
hrs, así mismo se observó que con la técnica en ag3r semisólido se desarro

llan oolonias de $T7C en· crecimiento monoclonal con una efir:iencia de placa 

de 0.035%, persistiendo en las células integrantes de dJ.chaa colonias, las 

oa:raot.erísticas caricit{picas y morfoci tolOgicaa del· STVO; ~ eapacidad ·de 

las células de la línea para producir él tumor venéreo en perros suscepti

bles, no quedo completamente dilucidada. 
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IN'TRODUCCION 

Uno d.e los áportes máe práéticos y útiles que 

se ha· dado en el campo de la :Biología y Medicina experimental en los úl ti 

moa tiempos, ba sido el.desarro1lo y perfeccionamiento de métodos capaces 

de mantener i:!J. !i.E:2. órganos, tejidos y células aisladas de organismos a

nimales y VQgetales. 

Desde el punto de vista experimental, la gran ventaja es el poder 

hacer los diferentes estudios funcionales y de interacción celular donde 

se evita la influencia del complejo organizado, del cual formaba par~e 

ese sistema o esa unidad. Claudío Bernard en 1878·señala y hace énf'asis 

en la importancia del medio .interno oomo regulador de las actividades del 

tejido vivo, " ya que el ambiente es no solo el producto del metabolismo 

del tejido, sino que ese medio. ambiente va actuar a su vez sobre los tej1, 

dos mismos para regular su actividad ". De ¡:1sta f'orma. se pone ci.e manifie!!_ 

to la necesidad de crear y de perfeccionar un sistema experimental artifi 

cial en el oual la acción del médio ambiente sea más moldeable ( 1 ) •. 

Los cultivos celulares surgieron como una herramienta útil en la 

investigación biomée.ica. Células normales de glándulas endocrinas pueden 

o~ntinuar su produ.ooión hormonal aún~~· Fibroblastos f'etalee nol'lll.!!. 

les, ai:rV"en como base pa1•a la :re:plioación viral para la ·produco~ón de-~ 

cunas. Cultivos de 6rganos tales·oomo ;epitelio.bronquial, pueden responder 
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ante enfrentamientos con ca:rcinógenos químicos J:E ~· El desarrollo de 

células neoplásicas en cultivos establecidos o, en corto plazo abren un 

camino para el estt:dio de la etiología y terapéutica d.e.l cáncer ( 2 ) • 

En los últi=os veinte arios se han desarrollado una serie de inve!!_ 

tigaciones encaminadas al establecimiento de líneas celulares o cepas ce

lulares de origt;ln neoplásico, entre éstas destacan las cepas estables He

La y BEp, ambas de células humanas; de origen animal tenemos la línea BEK 

-21 y la CCl-5 que son líneas ampliamente utilizadas en investigación ( 3
1 

4 ). 

El resultado de todos. los trabajos sobre cultivos de tejidos y c,! 

lulas ha sii.o el establecimiento de procedimientos y téér.J.cas para el es

tudio, OOll!prensión y :resolución de diferentes problemas biológicos. Sus 

métodos han sido aplicados en problemas de Bioquímica, Inmunología, Fisi,2 

logía, Patología, Virología, etc'. en donde ha sido. posible est'.ldiar loe m~ 

vimientos celulares; la acción de fuerzas físicas como las radiaciones, 

la temperatura, el magnetismo; la respuesta a los agentes:tóxicos, acción 

de antibióticos, antisépticos y otras sustancias similares; así como para. 

realizar estudios sobre céluláe normales Y.. malignas, mecanismos de acción 

viral, ul traestr.lctura celular, fenómenos de división celular, etc. ( 4 ). 

Las células en cultivo pueden ser f\.tndamenta1mente la base de los 

estudios fisiológicos, patológicos y farmacológicos como el medio más as!:! 

quible y depurado con que cuenta hoy en ·día el irweetigador de esos campos. 

No ctebe olvidarse que loa sistemas establecidos .!.!! ~son lo que más 

se acerca a las condiciones experiinentales exigidas en la inveetiga'ci?n 

biomédica, distando mucho de ser todavía el sistema ideal de trabajo. Ad~ 

más de este punto, es importante recordar que loe cultivos de células Y. t.!;! 

jidoa humános .son los únicos instruir10ntos de material humano V°i"To con los 
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que se puede trabajar experimentalmente ( 5 ). 

Reseña Histórica 
~====•=======~=====·==-

Los primeros intentos de cultivos en medios a,;t. 

tificiales comenzaron en el siglo pasado cuando F.D. Recklinhausen-, en 

1866, mantuvo vivas células sanguíneas de anfibio durante 35 días, some

tiéndolas a una gran variedad de condiciones. En 1886,W, Roux efectúo los 

primeros experimentos de cultivos de tejidos al trasladar la placa neural 

de un einbrión de pollo en desarrollo a una solución salina calentada a 37~ 

demostrando que el cierre del tubo neural es una función'de las oéluias 

constituyentes ( 6 ), 

L. Loab a principios de siglo, en 1902, empleó bloques de agar y 

plasma coagulados para mantener células sanguíneas, tejido conectivo Y' 

otros por un largo tiempo, sin que ellos muriesen, pudiéndose decir que 

con él se.sientan las baeee. y sedan los p.rimeros pasos efectivos en el 

.cultivo de tejidos. Un año después, Jolly y posteriormente, S.P. Beebe·y 

J.A. Ewing en 1906, hicieron diferentes observaciones sobre divisiones c~ 

lulares in vitro, el primero con leucocitos de ari.fÍbio y los dos últimos --. 
con células de W:~liri.fosa~coma. infeccioso de perro ( 1 ). 

A. Carrel tiene Uila importancia fundamental en el desarrollo de 

loe cultivos de tejidos y células, al illtroduoir nuevos métodos y· técnioas1 

además de enfatizar la necesidad ya postulada por Bernard, de que para·t.2, 

ner 'ma clara óomprensión de las leyes del crecimiento y la. 01·gan:tzaci6n 

había que estudiar las unidades estructul.'ales bajo oondioiones cuidadosa-
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mente controladas, lo cual solo se lograría al aislar del organismo dichas 

unidades. 

Carrel empleó por primera vez extractos de tejidos, lo que permi

tió una mayor facilidad en la manipulación y manejo de los cultivos, ya 

que hasta ese tiempo se había estado utilizando como medios nutritivos @ 

tas de linfa y de plasma; también introdujo técnicas asépticas rigurosas 

como las practicadas y mantenidas por un ci.rujano, ya que el mayor obstá- · 

culo en el cultivo de tejidos era la contaminación. Esto le permitio roan-

tener en una forma efectiva cu1tivos. por el e_spacio de ·treinta. y cuilt:ro !. 

ños si el empleo de antibióticos_. Los traba·jos efectU!ldos por Carral deme!:!. 

traron que las células animales podían ser mantenidas indefinidamente so-

lo en ciertos casos ( 7 ). 

Uno de los opjeti".!'os de la escuela de Carral, fue el de mantener 

en cultivo continuo, células con un eran desarrollo por í.ln larso perio~o 

de tiempo. Surgiendo la posibilidad de transpolar las técnicas microbiol.2_ 

gicas al desarrullo del cultivo celular. 

El ~joramiento de las actUales técnicas en cultivos celulares es 

en parte proporcionado por W. Earle y colaboradores del In.sti.tu:t.o Na.cio:-::al 

del Cáncer de EE.'(JU., siendo los primeros en desar.rollar células directa

mente sobre vidrio en gl'.S-n cantidad, así como de .realizar cultivos en SU,!!. 

pensión ( 8 ) , 

En 1911,, Warren y Margaret Lewis se abocaron a investigar los fac-. 

torea presentes en un medio ·par~ cultivcfl celulares. Baker e.n asociaci6i'"~ 
..,, 

oon' carre1, también reali~aron esta labor por medic~de prooeaoa analíti+ 

·coa, identificando una im:por"tante cantidad de los consti~entea presen

tes en éat~a. Así mismo, este. tipo de trabajo lo realizaron Fisober, Par

k~r, Realy, M!l.rgan, White, liaymouth y Early dando como resulta.de· el deea...,. 

rrol1o de los medios básicos más emplaadoe b.oy. en día ( 9 } • 
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Generalidades de Cultivos Celulares 
==;=================="==~=====:=========== 

Las células se caracterizan, en general por t,2_ 

ner una cierta morfología , una actividad metabólica definida y una fun~ 

ci6n particular de acuerdo con el tipo de tejido y órgano a cuyo conjunte 

pertenece, variando dentro de determinados límites el tipo celular del 

cual se trata. Cuando la célula es aislad.a del tejido de origen para ser 

mantenida in~' ocurren alteraciones profundas en todos sus aspectos, 

para poder adaptarse a las nuevas condiciones que le son impuestas. Su . • 

morfología y su metabolismo se alteran conser<.rándose algunas de sus fun-

·cienes ( 10 ) • 

La célula sufre cambios morfológicos apreciables, por lo que la 

clasificación usad.a para le.B células de los tejidos animales 1!:.~ no· 

puede ser aplicada a las célula.e in~· Las células en cultivo tienden 

·a asumir una morfología similar, siendo verdaderamente difícil identi.fi

ca~ una célula cuyo origen sea un tejido conectivo o epitelial. Así, des

de e~ punto de vista morfológico se pueden encontrar cuatro grupos celui~ 

res fundamentalesr a) células en forma de estrella, b) células fusiformes, 

o) células poligonales y d) · células redondas ( 7 ) • 

· Un hecho que hay que tener en cuenta es el de que las células en cultivo 

pueden sufrir alteraciones en cuanto a su forma de división, así .como el 

aumento general~ del número de oromoeomas, lo.que es bastante aparente en 

las líneas celulares establee ( 11 1 12, 13, 14.). 

El metabolismo celular y su control se encuentran muy alterados 

en las oélulae en cultivo, ·tratándose e~ la ao-tu.alid.a.d de aclarar algunos 

d.e sue problemas, siendo de muy particular interés el .de poder descifrar · 

los meoaniemoa ·que regulan la actividad celular in. ~ y ·la_ cual se pie.!: 



de oaei completamente .:!.n.!1J!.2.• Otroe puntos de interés son los eatu~ios 

del control nutrioional, la actividad enzimática, las interacciones celu-

lares y el control genético ( 2 ). 

8 

Las condiciones más adecuadas para el crecimiento y mantenimiento 

de las células ,1ll ~ son aquellas más cercanas a su medio ambiente i!!, 

vivo, y por ésto se hace necesário conocer y considerar todos aquellos fa.E, 

toree que afectan directamente los tejidos y sus células ( 2 ). 

FACTORES A!>ffiIENTALES. QUE AFECTAN EL DESARROLLO CEWLAR 

Tempera tura 

P~esi6n osmót~ca 

Concentración ET 
" 

Otros iones inorgánicos 

!fotaboli:tos esenciales .• 

carbohidratos 

gases disueltos 

aminoácidos 

vitaminas 

prote:í'.nas 

Metabólitos complementarios 

coenzimas 

nucleósidos 

péptidos 
' 

metabolitos intermediarios 

Hormonas· 

La matriz en la cual crece la célula 

Otros factores. específicos 

Interacción entre los factores 

( tomado de J.Paul 1965, (7)) 

Los.requerimientos metabólicos de las células en cultivo están o

rientados baoia la obtenci6n de energía y la producción de loa llláterialee 
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celulares para su multiplicación, Y.no esta dirigida hacia funciones cel:!:!; 

lares espec{ficas. La energía producida es utilizada para la síntesis CO,!! 

tinua de material protoplásmico, permitiendo a la vez todos los movimien

tos celulares ( 15 ). 

En los cultivos celulares lo más impbrtante y fundamental es el 

medio en el cual.van a mantenerse y desarrDllarse las células. Este medio 

debe ser una mezcla de sustancias equilibradas que permiten a las células 

cumplir todas sus funciones vitales. Los.medios de cultivo por su compos_i 

. ción pueden ser sintéticos, los cuales están constituidos por una mezcla 

químicamente definida d.e sustancias, y medios naturales como el plasma y 

los extractos de tejidos. 

Solo desde la década pasada se han desarrollado verda".erame;.,te ~ 

dios químicamente definidos, ya que los medios empleados para el cultivo 

de· células animales i!}_ ~ se derivan casi e:dclusivamente del organismo. 

El empleo de los medios naturales no le permiten al investigador determi

nar las sustancias requeridas por las células, además de no poderse obse.!: 

var el efecto de suatacias particulares sumadas al medio, ya que dichos 

medios presentan una g:r:an complejidad y variabilidad ( 1 ), 

Existen dos o tres medios completamente sintéticoe para el creci

miento y mantenimiento de líneas celulares, pero por el desoonooimiento 

de algunos puntos en 1os requerimientoe'nutricio:iales de la mayoría de los 

tipos celulares, los medios químicamente definidos son suplementados con 

'algún producto natural como ea el sueTo sanguíneo ( 8 ). 

Todos. los medios empleados en el cultivo. de tejidos tienen como 

base una soluci6n constituida por diferentes sales inorgánicas disueltas 

en agua, la cual cumple una funoilin vital, ya que mantienE! el pR :; .J.a pr_! 

sión osm6tica, además de contene:r y suministrl\r loa diferent•~r:i iones inoi.: 
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gánicos indispensables, Así mismo sirve para proporcionar dilución e irJ:i 

gación del medio y suministrar el agua necesaria para el metabolismo cel_!! 

lar normal ( 7 ). 

Los tejidos y células aislad.as de cualquier organismo pueden ser 

cultivados y mantenidos i!l ~ en una amplia variedad de condiciones. 

También se pueden mantener y cultivar, con ciertas limitaciones, órganos 

y rudimentos de órganos. De esta manera se han desarrollado tres-·tipos de 

trabajos en cultivos que pueden ser descritos_ como cultivos de tejido_s, 

cultivos de células y cultivos de órganos. 

Existen varí.oe métodos para el establecimiento de tm cultivo, pu

diéndose hacer de un fragmento de tejido, de un fragmento de órgano y de 
. , 

una porción de líquido exudado del cuerpo ( 10 ). 

El tamaño del e:xplante, el tipo de tejido, su capacidad de crecer 

y multiplicarse i!!, ~' el uso'al cual se destine, etc. son dates que 
' . 

se deben tener en cuenta al tratar de establecer un cultivo. 

Existen dos formas principales de cultivo: cultivos p:rirna:rios, 

que son aquellos obtenidos directaménte a partir de un explante, y las C2_ 

pas celulares estables que se han mantenido por pasajes sucesivos en el 

laboratorio a partir de cultivos primarios. Cada uno de estos tipos de 

cul.tivos pueden mantenerse J:E. ~en forma estacionaria adheridos a las 

paredes del recipiente que los contiene o en el medio ( 2 ). 

Las enzimas sen usadas corrientemente para separar las células de 

f'ragmentos de tejido a fin de establecer cultivos oeluJ..l~ee con ca.:pa uni

f'orme, una densidad de población definida y cantidade_s apreciables de oé

lúlas, aparte de la obtenci6n de cepas puras o cJ.onae. Existen di:ferentes 

:procedimientos físicos y quimicoe'para el mismo fin, pero la tripainiza-

oión como método de obtención d.e oul ti vos celulares es el más empleado 

( 4 ) • 
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Se encontró que las células. transformadas por el virus de polio-

ma formaban parte de las colonias logradas en agar semisólido, notándose 

que las células normles no proliferaban { 2 ). MoPheraon y Montagnier, 

en 1964 observaron que células malignas tales como HeLa, EEp2 y la eetir-

pe L de fibroblastos de rat6n pueden también formar colonias en aga.r su~

' va, y determir..ando que dicha técnica puede ser útil en el aislami.ento de 

células malignas apartir de neoplaai~s huma.nas ( 9 ). NcAllister y Raed 

en 1968, coloc~ron pequeños trozos de tejido y- células enzimo-dieperaadas 

dé tumores ~Ólidos en agar al 0.33%, y éste sobre una mezcla de agar 0.5% 

La eficiencia de formación' de colonia fue baja, oon un pro~edio ·de 133 C.2, 

lonias por millon de células inoculadas ( 8 ).· 

Siguiendo ·este tipo de procedimientos se ha desarrollado la clo:n.!!. 
" 

ción de células.de médula ósea humana y de· ratón (ambas nor~les o con al 

. guna patología), con buenos reeul tados ( 16 -) • Para lo~arlo es necesario 

colocar una capa .alimentadora que consiste en agaral 0.5% mezclado con 

plasma humano ( 17 ) • Esta capa permite la difusión de sustancias que es

timulan el crecimiento de las colonias ( 18 ), la mezcla resultante de a

gar se ocupa de auboapa y sobre esta se siembran las células tumorales en 

aoluci6n de agar al 0.3% como oonoentraoi6n final. Se ha obse1'Vado que el 

tiempo de crecimiento de una colonia de más de cincuenta células es de a-
1 

proximadamente 14 dí~s. Con ·1a técnica de Pike y Robinson se ha logrado 

el crecimiento de varias células tumorales entre laa que se encuentran 

las del sarcoma de 'oélule.¡¡ redondas, logrando en este caso.una eficiencia 

de placa de 4.15 :x: 10-2 ( 16. ). 
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Sinóriímos : . Sarcoma infeccioso, lini'osarcoma in!'eccioso, lir.i'oearcom'i .ve-

néreo, lini'osarcoma. t:ra.nem.iuible, condiloma .canino, sarcoma 

de Stioker, mixosarooma ( 19, 20 ·), reticulosarcoma -, lin:fo

ma -, sarooilla transmisible vené1·eo canino ( 211 22, 23 ) , 

Defillioión i Se trata de Ulla neoplasia constituida por células linfoides 

inmaduxas de forma redonda ó poligonal, sostenidas por finos 

haces de colágena y fibroblaatos ( 24, 25, 26, 27 ) • Se trans

mite e:x:olusivaiiiente :por células vivas, generalmente durante 

la cópula e 28 ) • 

DescripoÍ6n clínica : En los per:ros las mani~estaciones clínicas de ,este 

tumor depenlen do. : el tamanQ dei área que afecta ál pene, la 

presencia de metástasis en los nódulos linfoides inguinales, 

y de la edad del -tumor ( 30 ). Cuando la neoplasia es de re-

ciente implantación se aprecian uno o más pequeños nódulos. 

B1 tumor puede tener ulceración, sangrado y necrosis. Los nó

dulos pueden llegar a medir basta 5 oentiníetros de d.iámetro. y 

tener apariencia de.coliflor, el tumor crece en la submucosa. 

En las hembras, apa:reoen también nódulos que sobresalen·de la 

mucosa vaginal, ,tales nódulos varian en diámetro, desde pocos 

mm básta 1 ó.2 cm, también su.forma es irregular. El 'tumor 

p~ede llegar a obstaculizar el ·orifibiouretral. Las metásta-. 

·. sis son poco fre®.entes ( 31, 32, 33 ) • 

Cuando el tu.mor és tranB".llantado a otro perro por inoculación 
,. ''· . . .. . ' ' · .. 

subautanea con sus:Peneiones da tejido neoplásico1 crece como 

nódulo s~litario, inuy·rsramente se•e:ttiende para torníár otroá 

" •, 
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nódulos subcutáneo6> puede pxesentar metástasis a los nÓdulos 

linfá tices de la :regi.6n. Con i.noculaci6n intraperi toneal pue

den presentarse múltiples tumores pequeños a los dos meses ( 

34 ). 

Descripci6n his-tolÓgica : El tumor l'}dquirido naturalmente, es una masa n,2_ 

dular confluente y delesnable. La superficie externa es de C.2, 

lor rosa pálido y contiene fluido viscoso, esta constituido 

de tres diferentes tipos de células: de células redondas o p_g, 

liGdricas con numerosas ves{cuia~ aparato de Oolgi prominente 

y abundante citoplasma, ~ei¡a es identificada como célula lin-

foide .inmadura. El segundo ti"po celular es menos llUJllez:oea e i 

dentificsda como célula fagoc1tica, con núcleos ovoides alar

gados y citoplasma irregular,. donde se han encontrado numero

sos lieosomas, vesículas, figuras de mielina y células raióci 

tadas parcialmente digeridasº Se consideran estos dos tipos 

celulares similares en su. origen. El último tipo celular co

rresponde a una célula plasmática y no se le ca:baloga como . 

una célula neoplásica. El es-troma esta forrrado por tejido co

nectivo con escasos fibroblastos. El tumor .t:ransmitido natu-

talmente y el illducido presentan características histopatolÓ-

gicas similares. Las células poligonales mide:n aproximadamen

te de· 9 a 12 pm de diámetro. en un arreglo celular compacto, 

formando cordones- ó laminas. Los límites e:x:teriore's da 18.s cf 
lulas no son teñidos con hematoxilina-eosina, pero pueden ser 

claramente teñidos con áo. foei'otúngstico-hematoxílina o por 

!:'.AS ( 19, 34, 35 ). 



El tumor venéreo del perro es el tumor trans

planta ble más antiguamer.te conocido. ~a en 1877, M.A.Novinsky obtiene los 

primeros resultados en el transplante exitoso de animal a aniual, continua.a. 

do sus estudios posteriormente en otras especies aninales, siendo solo sua-

ceptible la zorra ( 19 ). 

Para 1934 Stubbs y Furth publican sus trabajos acerca de transplan 

tes en serie ( emrlearon 691 pe"t"ros ) por inooulación intravenosa logrando 

cerca del 70% de ci-ecimien:os tumorales a los treint~ días después del en

frentamiento. Mfo recientemente Kcike efectúa un estudio semejante; él som2_ 

te a ceda animal a transplantes sucesivos·, observando qt:.9 en tumores de pe-

rros anteriormente enfrentados su estadio era más corto y la regresión ocu

rría en me~or tiempo ( 23 ). 

Jackson es el primero en interesarse en la citología del tumor, P.!! 

blicando sus trabajos en 1944, un año más tarde Bloom y Meyer dan su traba

jo que inte'nta aclarar el origen de las células de esta neoplasia, identrli 

cándolas como linfoblastos, ~ost~riormente Bloom y ce.lb. en 1955 sugieren 

que dichas células so~ de origen retiouloendotelial ( 24 ) • 

A principios de la deoads de loa años 60'a Prier y colb. se inteX'2, 

san por el sarcoma y realizan trabajos de oitogenética y requerimientos DU

trioionales, encontrando que loa oariotipos de las células. normales ( con 

78 cromosomas ). son perfectamente distinguibles de los pertenecientes a cé

lulas neoplásicas, en lao cuales hay un número cromosómico de.59, por otra 

parte se ~baervó que el metabolismo celular presenta como característica el 

que se vea afectado por pequeñas cantidades de SH- atninoácidos en ~ltivos 

celulares primarioo ( 35, 36, 37 ) • · 
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En 1968·JobnSon y colb. realizan un estudio encaminado a promover 

el STVC oomo modelo de cáncer experimental, debido a su fácil manejo en 

transplantaoión, a la alta frecuencia de casos en la natui-aleza y a su 

gran porcentaje de regresión espontánea, siendo además muy susceptible a 

la radio- y quimioterapia, induciéndose la regresión con una baj3. reou-; 

rrenoia (22, 30, 35 ). 

En 1968 también Adama y colb. implantan la primer linea celular 

del STVC siendo el primer trabajo de estudio de citogen~ticay morfología 

sobre estas células en cultivo prolongado, y encuentran que la morfología 

de ~as células del STVC .:!:!!!i!!!:2. es predominantemente alargada, con algu

nas células red.ondas y un número c:;:-omosÓmico de 59 exclusivamente ( 38 ) • 

Otros estudios citogenétioos acerca de estas células son los realizados 

H>r Mu:rray y coro. en 1969 y Zarrouck en 1980 empleando ambos biopsia¡:i y 

concordando aus resultadoa con los de Ádams y colb. ( 39, 40 ) • Mohánty 

realiza estudios de morfología a microscopía de luz en 1977, difirienao 

de Adama y colb., en el tiempo de oon:f'luenoia de los cultivos ( 41 ). 

Los estudios de ultraestructu:ra en este tumor se realizaron a_paE, 

tir de 1972 oon González y colb. en México; los cuales distinguen tres d,!_. 

ferentes tipos de células oonati tuyentea, predominando :[.a del tipo mor:f'o

lÓgioo redondo sobre la del tipo fibroblastoide y las oélul.aa plasmáticas 

(esta última normal)_( 21 ).V~rios estudios de ultraestructura correlaoi.2 

nan la evoluoi6n del tumor .!.!! ~ con los· efectos de la· quimioterapia P!:_ 

ra obtener la reiresión, observando que esta'neoplasia ea notablemente 

sensible a l~s droga.a antioanoerosas ( 22, 42 ). Estudios más recientes 

:realizados por Otomo y 
0

0olb. (1981) analizan la ~itologí~ del. tumor a Pll!, 

tir de biopsias, después de transplantaoi6n repetida, encémtxando que pij_ 

mero ocurre infiltraoi6n linfooitaria y se observa que los linfocitos ae· 
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adhieren a la pared de las células del STVC, terminando por destruir a é.!! 

tas y reabsorbi6ndolas ( 43, 44, 45 ). 

·Adams y colb. (1981) localizan células del STVC que presentan, 3 

cromosomas marcadores, uno pequeño submetacentrico, un gr.an me-tacéntrico 

con constricción secundaria subterminal y ~tro metacéntrico con constric

ción secundaria en los dos brazos cortos y largos del cromosoma ( 46 '). 

Otros investigadores han encontrado diferentes marcadores en c:i.;an-to a nú
mero y morfología de éstas (. 33, 37, 39, 47, 48, 49, 50 ) • 

. " 



J u·s T r F i e A e r·o N______,, 

La mortalidad en México por tumores malignos 

no ha tenido cambios significativos en los últi:nos 20 años,a pesar de .to 

dos los esf'ue:r:z;os realizados, una proporción del 4% sobre el total de de 

.funciones, es decir uÍ1a de cada veinte registradas se debe al cáncer. La 

~mortalidad por tt.unores malignos del tejido linfático y de los órganos he 

matopoyéticos, en el Distrito Federal es de·22.7 por cada 100 000 perso-

nas fallecidas. Ocupando este tipo de tumores el cuarto lugar como causa 

de muerte por t1.llll0res malignos ( 51 ) . 

El sarcoma transmisible venéreo canino constituye un modelo 

experimental para el estudio· del cáncer, por lo que el. establecer la 1.f. 
nea celular en C:uÚivos celUlares permitirá el análisis de los mecanis

mos de acción ·de drogas antineoplásicas. 

>' 

17 
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OBJETIVOS 

Establecer la línea celular del SaJ;"coma Ti'an.2_ 

misible Veriér~oGanino en cultivos celulares. 

- Caracterizar ultraestructuralroente la morfo~ogía de la línea celular. 

- Calcular el índice mitótico y la ou.rva de crecimiento celular , 

- Demostrar la capacidad de las cé¡ulas de la línea para crecer en agar 

semisólido • 

- Correlacionar la identidad celular por medio de su cariotipo • 

- Demostrar la.capacidad de las células de la línea para inducir el tu

mor en un hosp~dero homólogo susceptible 



HIPOTESIS 

Sabiendo que las células que componen el Sa!, 

coma Transmisibie Venéreo Canino son de origen linfoide y de caracterís 

tic.as morfológicas semejantes a las células linfoides ir.maduras ( 21, -

40, 52, 53 ), y que las células neoplásicas hUlllllnas derivadas del sarc,E_ 

ma de células redondas han podido ser cultivadas y aisladas en organiz~ 

ción monoclonal, por medio de cultivo en agar seruisólido ( 16 ). Por e.§.. 

tas razones se considera que el Sarcoma Transmisible Venéreo Canino po

drá ser cultivado y puri~icado en su crecimiento monoclonal neoplásico 

en· el sistema de agar semisólido • 

19 
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MATERIAL y ME TODO 

Se obtuvieron biopsias exoisionales del tumor 

venéreo do perros de raza indetercinada con 001.irrencia natuxal del tumor, 

La toma de la biopsia se realizó en quirófano y colocándose en medio M-

199 ( In Vitre S.A.) suplementado con 5% de suero fetal de ternera (GIBCO 

:Berkeley Calif.) y con 2000 U de penicilina y 2 mg de estreptomicina por 

mililitro de medio, er. 01 cual se mam;uvo po:i.· una hora, agitando cada 15 

min, para eliminarle la sangre infiltrada en el tejido neoplásico. 

Cultivo primario 

Dentro de una campana de flujo laminar, se pa

s6 la biopsia a una caja Petri (estéril) de 90 mm, con 10 ml de solución 

salina de Hank's (SSH) eliminándose parte del tejido r:ibroconectivo con 

unas tijeras. Se lavó dos veces con SSH y se tomaron dos pequeñas mues-· 

trae de tejido, una de ellas se fijó en formalina para análisis en micro.& 

copio de luz y otra de ellas se pasó a fijador de Ka:rnovaky para su estu

dio a microscopía electrónica.. Posteriormente la biopsia fue pasada a o-

tra caja de Petri con 10 ml de M-199 oon 1of,, de suero fetal de ternera, 

2000 u de penicilina y 2 mg de estreptomicina por mililitro. Ahí se dis

gregó finamente la muestra empleando unas tijeras, y cuando se pudo obse!. 

var una turbidez en' el medio fue colectado con una jeringa de 10 ml y aguja 



del número 20. Este medio fue puesto en un tubo de ensaye y diluido 1:10, 

posteriormente se realizó el conteo y viabili.da\i celular por medio de la 

prueba de azul tI"JPan. Las células se cultivaron en botellas de plástico 

de 50 ml (Costar, Mass) a una concentración de 2 :x: 106 cel/ml en medio M-
\ 

199 con 20% de suero fetal de ternera, gentamicina (Galen Lab.) 50 pg/ml, 

estreptomicina (Lakeside) l pg/ml, anfotericina (Squibb}. 1.25 .)Jg/ml, y BE; 

plemBntado con L-glutamina (G-III SYGMA.) O.JO yg/ml y pirUV'ato de sodio 

(SYGMA.) 0.20 p.g/ml, ajustando el pH a 7 .2 con llaEC0
3 

al 7 .5% y se incuba

ron a 37ºC con una atmósfera del 5% de co2 y 95% de aire. 

Subcultivo 

Se llevó a cabo cuando la monocapa celular de 

las· botellas de cultivo f'ue confluente, retirándose el medie y lavando 

las c.ílulas con solución salina amortiguadora de fosfatos (libre de cal-

cio y magnesio) mantenida previareente a 37ºC en un volumen de la mitad o 

un cuarto del que tenía de medio. Se agregó tÚia solución de tripsina al . 

0.1% y verseno al 0.02% a nivel suficiente para cubrir las db.üas y se 

incubaron por 5 minutos ( 54) posteriormente se centrifugó a 130g duran-

te 5 minutos, fue retirada la tripsina y agregados 5 ml de medio para re-

suspender el botón celular. Se realizó prueba de viabilidad (azul.trypan) 

y conteo por hemocitómetro, para realizar diluciones y mantener la conce!!. 

tración celular de siembra de 2 x. 106 cel/ml. 

Ul traestructura 

Para la observación en.el microscopio electr.2, 

nico se tomó· la.muestra de la biopeia y fue co~tad.n en pequeños trozos de 

aproxim~dnmente 1 mm3 (3 a 5 piezas) y se fijó. sumergiéndolas en solución 



22 

lCarnovaky (1% paraformaldehido, 1 .25% glutaldehido, pH 7 .4, 560 mOsm)(55) 

durante una hora y media. Se lavó con amortiguador de cacodilatos 0.2 M, 

por 5 minutos cada lavado y se post.fijó en tetraóxido de osmio al 1% en 

solución de Millonig por 1mu hora a 0-4.ºC, después se lavó .de inmediato 

con agua para e limi11ar el sxceso de amortigu.:'ldor y se tiñó el bloque oon 

una solución de acetato de urar.ilo al 2% cor. agua durante 5 minutos. 

Se deshidrató en.acetona ( 25,50,95 y 100%) cada cambio durante 

3· minutos y dos cambios en el caso de acetona 100%, luego se in.filtro con 

u~a me;1cla ( 111) d . .,; acetona 100% y el medio d<.'1 inclusión (Araldi ta 6005 

SYOMA) d.tirante n:aclia hora a tempera tu:ra ambiente, pasánd.ose al medio de 

inolusi.ón 1'1.U'o·, recién hecho en las cápsulas d.e gelatina desecad.o.a, O.uran

te' 48 hrs a 60°C. Los bloques fueron cortados en un ul trámicrotomo Ul tr,ll 

cut/Reichert-Jung primero a 2 pm ( se tiñeron los cortes con paragón para 

id.entificar las áreas de interés a observar ( 56)) y posteriowente los 
o 

cortos fueron de 800 A,y se montaron en rejillas de cobre (Mesh 200) y t~ 

ñidos con citrato de plo~o y lavados en álcali diluido. Por último se. la

•1aron d.os veces con agua destilada y las observaciones se realizaron en 

un microscopio.electrónico Philips EM-300 a 6o kV, 

El análisis de células en cultivo se realizó de la siguiente for-

ma1 -la suspensión celular lograda después del tratamiento con tripsina al 

cultivo fue centrifuga,da a 150g dtu'ante 5 minutos para después obtener el 

paquete celular y ser trabajado de la fo=ma ya descrita para la biopsia, 

Cálculo· de la CUI"J'a de crecimiento e índ:i.ce mi tótico 

En cajas de Petri d.e plástico d.e 90 mm de diá-

metro (Falcan i.ab·i1ere Oxnard CA.), se sembraron 4 ml de una suspensión de 

células del STVC a una conoentraci6n de 1 x 105 cel/ml, en M-199 enrique-
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cido éste con 20% de suero fetal de ternera. Se incubaron a 37ºC y 5% ~o2 
tomando este momento como hora cero. A las 24 hrs. se retiró el medio de 

tres cultivos escogidos al azar y se puso en ellos tripeina al 0.25%, se 

incubó por cinco ·minutos,posteriormente se retiró la tripsina, por separ~ 

do para cada cultbro ( asegurándo ce que hubiera una correcta y completa s~ 

paración de la monocapa celular).A partir de esta solución se efectuó el 

conteo y viabilidad celular por azul trypan y hemocitómetro. Se volvieron 

a escoger al azar otros tres cultivos durante ios nueYe días subsiguien

tes, efect"J.ando ei conteo· celular respectivo. Obtenidos todos los datos 

se g.raficarun nú.T.ero de células contra dias de ci . .llti,ro. 

Indice mi tótico. En cajas de Patri se. colocaron :;.ntes de la siembra, cu

breobjetos en cada una de ellas, posteriormente se se~br¿'la misma conceu. 

t;ación celular ya referida. A. las 24 hrs. , a tras c·.ll t... ·ros de éstos se 

les adicionó colcemida (CIBA. Lab.INC.) a. ü."la concentr2.ción final de O.? 

,µg/ml y se incubó por dos horas a 37ºC. Luego fua t::-atado el cultivo con 

una solución hipotónica ( 1 :9 SSH:agua) durante trei:1.'tü runut::>s. Se re-:;ira

ron los cubreobj.etoa de la caja y se sumergieron en aceticc-etanol (1 :3) 

por 10 minutos. Se sec6 al aire y se tilló con Giemsa; El índice mi tótico 

se cálculÓ dividiendo el número de mitosis observadas por 1000 ~élulas 

contadas. 

Cultivo en agar 

El cultivo se efectúo e~pleando ~l-199 prepara

do según el cuadro I. Para la preparación de la placa ~l~meutadora, se C.E2. 

ieotaron 15 ml de sangre periférica: de un perro clÍ:1'icamsnte sano, en una 

jeringa estéril de 20 ml conteniendo 2 gotas de heparina 1: 1000 (T ... iq_uamin 

Sod.ium"10" ,Organon INC.). Después de colectada la sangre fUe transferida 

a un tubo de ensaye y se le permitió sedirnent;;i.rse ¡;cir una hora o dos a 



CUadro I 

(para 100 ml de medio) 

l>H99 77.8 ml 

Suero fetal de ternera 20.0 

Piruy-ato de sodio (100mM) 1.0 

Vitaminas Eagle MEl•! ( 1 OCz) 0.4 
Olutamina Eagle MEM (200mM) 0.4 

Na1IOü3(7.5%) c.s.p. pH 7,2 

todo es esterilizado por filtración con 
Mi.Uipore 0.45 Jl1D • 
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temperatura ambiente. El plasma conteniendo los leucocitos y plaquetas , 

fue J;'emovido con una pipeta Pasteur, y el númel:'o de cél,u:las nuoleudas fue 

contado con un hemocitómetro a contraste de fases. 

El medio preparado a razón de 9:1 con agar al 5% (DIFCO-Baotoagar) 

hen'J,dc.., logrando una concentración final de 0.5%. El medio fue mantenido 

previamente a 37ºC y el e.gar fue adicionado a éste a una. temperatu:ra 'jus

tamente abajo del :punto de ebullición, posteriormente la mezcla fue enf;il!, 

da hasta a:proximadamente 40º0, a ésta se le adicionaron las células de san

gre perifé:rica en plasma a una concentración final de 5 .i: 103 oel/ml. Un 

miÍilitro de esta sus:pensi6n fue colocado an cada caja Petri de 35 mm ~ 

(Falcan Labwere. O:x:na:rd CA.), de un total de 10 cajas, y el agar :t'u.e solí-

difioado e. tempera.tura ambiente.' , 

Para la preparaoiónde la placa sembrada con células del STVC, se 

ooleota:ron células de las botellas de cultivo por tripsinizaoión de la mo

nooapa y transferidas a un tubo ~e oent:rÍfuga y agregado suero fetal de' 

' ternera. en una. cantidad equivalente a la de la tri:paina~ 'Se centrifugo a 

150g por 5 minutos y se retiró el sobrenadante reauapendiéndoae en 5 ml, 

, de medio preparado, Se realizó conteo y viaoilidad celular, posteriormente 
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el medio fue mezclado a razón de 9:1 con agar al 3% herv-ido { con las mi.!!_ 

mas consideraciones que en la capa alimentadora ) y la suspensión celular fue 

fue adicionada a la mezcla, para lograr una concentración celular de 2 x 

105.· Un mililitro de esta mezcla fue adicionado sobre la subcapa de agar 

con células alimentadoras preparada de antemano. 

Se efectuaron observaciones ·a los cultivos hasta notar la presen-

cia de colonias de más de 50 células logrando estas observaciones con un 

microscopio de disección. Se :retiraron las colonias con una micropipe~a y 

dispersadas con una solución de tripsir..a-verseno 0.1/0.02$ , resuspendié!!, 

dose en medio fresco M-199 ·con 20% de suero fetal 'de ternera y posterior-

mente fueron sembradas en botellas de plástico de 50 ml. 

Observación de cromosomas 

Desde el primer pasaje se reali~ó el estudio 

citogenético de las células, así como al 3º, 5º, 8°, y 11º pasajes. A. una 

muestra. de células preparada para la siembra se incubó por 18 hrs., post~ 
riormente se le adicionó colcemida a una concentración final de 0.2µg/ml 

y después de dos horas se trató la monocapa con verseno al 0.05% durante 

5 minutos y luego se concentro por centrifugación (130g/1Cmin.); tnás tar

de fue transferida la muestra a una solución salina hipotónica ( 119 SSH: 

agua) por un periodo de 30 min , fijándose en acético-etanol (1:3) por 10 

min_ y·ae realizaron las preparaciones con técnica de goteo, secándolas 

al aire y tefiidas con Giemsa. · 

Inducción del turoor 

A los t~inta días después de estable~ida la 

línea fue tomada una muestra del cul.tivo celular :r iie real:'..zó .tma si.lepen-:-
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sión en SSH a una concentración final· de 5 x 106 cel/ml, la cual se ino~ 

lo subcutáneamente en perros ( :raza indeterminada sil; ocurrencia anterior 

iel tumor ) en la r~gión inguinal y genital. Fueron realizándose observa-

Óiones cada semana con el fin de detectar crec~miento tumoral en los hos-

pederos susceptibles. 

Ci-ioureser1aci 61: 

Lás células del STVC fueron coloc~das en sus

pensión para criopreservació~, en M-199 suplementado con 5o% de suero fe

tal de ternera y 10% de Dl.SO a una concentración celular de 3-5 x 106 

cel/ml (Espejo R. Apuntes IIBM.UlTAI~.1983), Dos mililitros de esta suspen-

sión se colocaron ~n criotubos y se enfriaren por una hora a 0-4°C, post~ 

riormente por una hora a -20ºC y por último se almacenaron ~n 1.m tanque 

de nitrógeno líquido. 

Para descongelar la línea se retiró el criotubo del nitrogeno lí-

quido y se transfirio a un baño de agua previaDente ~alentado a 37ºC 1 lo 

más rápidamente posible. Pasados 10 minutos el contenido del oriotubo se 

cultivó como ya ha sido :nencionado. 
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RESULTADOS 

Los resultados histológfoos obtenidos mostraron que el 

tumor estaba formado prinoipalmente por dos tipos celulares, Ul'lO de célu

las redondas o irregularmente poliedricas de 15 a 30 micrómetros de diám2_ 

tro, con un núcleo excéntrico redondo a oval y cxomatiua dispersa, nucle.2, 

lo prominsnte y relación núcleo: citoplasma 1 :1, El otro tipo celular pre

sente en el tumor tenia una morfología fibroblastoide , con un núcleo a

largado, un solo nuoleolo y escaso citoplasma. Escasas fibras reticulares 

fueron vistas entre los grupos de células tumorales. El núcleo fue hiper

c:romátioo y varias mitosis pudieron distinguirse.( Fig, 1 ), 

Cultivos celulares 

Después de veinticuatro horas de incubaoión la 

mayoría de las células presentan una morfología redonda y solo ocasional

mente fueron observadas oéiulas alugadas. Cultivos de cuarenta y ooho ho

ras mostraban los dos tipos celulares observados en la histología; una fi 

broblastoide,y otra redonda con gran núcleo y abundante citoplasma. En t.2_ 

dos los cultivos las células se encontraban adheridas y la perdida oelu-

·· lar fue apreciable. A los tres días de incubación se mostraban grupos ó 

otimulos de crecimiento los cuales se caracterizaban por estar en el oen- , 

tro de ellos solo oélulae redondas y en la periféria células fibrobla&-1 



Fig. 1 Histología del STVC. La población de cé 
lulas redondas es predominante, preeenta:nd'O 
un núcleo :Prominente, abundante ci toplaama. 
y :nuoleolo excéntrico. Hay :Pocas cal. fibro 
blastoidee ( ..-. ) • Tinoión B'&:E •.. 250 x -

toidea. Cuando los ouJ.tivos cumplieron una semana de incubaci6n la pobla

ción celular era predominantemente de morfología fibrobla.stoide, con á-

rens de ore cimiento esparcidas por toda la superficie de la botella de crul 

tivo. Én las áreas de esta en donde no había cumules de crecimiento las 

célu1aa .eran redondas y solo ocaa.ionalmente triangulé.res ( Fig. 2 ) • 

Se logró la. confluencia en el.85% de los aultivos a loe :nueve dí~ 

as de incubación, realizandooe el pril!lar pasaje (relación 1 •3 ) • Estos 

'oulti'> .JS ·del primer pasaje se ~otérizan pe:.' presentar una Ulliformidad. 

m~ológ.1.oa integt'ada por células aiare;adas con laé .. caraoter!sticas ya 

!XlfllnCionadas • A.. la sexta eellllU'JL\ ( cua:rto :Ptulaje ) ~e pudo obserr.u:' que la 
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Fíg. 2 Cul.tivo en monocapa del STVC de ocho días 
de incubación del cultivo primario. Se puede 
apreciar la morfÓlogía fibroblastoide las cé
lulas con gran nucleo y abUl'ldante citoplasma. 
Persisten algunas células redondas (~). Ti.a. 

ci6n H&E. 250 x 

pobla~ión .celu1ar tendió a perder su característica de crecer en ..::úmulos 

· o islas, presentando un desarrollo orientado en forma para.lela, persie-

29 

'tiendo la forma alargada de las células, ,los bordes de estas no astan el~ 

ramente definidos y su arreglo es compacto ( Fig. 3 ) • 

. Otra de las características ue las células en . cu1 tivo ea la pre

sencia de una mey acentuada vaouolación ci topláemica. ( Fig. 4 ) • 

Los aubcultivoa fueron :realizados generalmente entre los dooe y 

q~nce días. Después de veinticinco semanas de estableoimento !!!~

_Ú)a?:t4) _los oul.tivos inostiaron un cambio degenerativo, mostrandp las célu

las~ mo~ologíaasiinétrica, oonextenoiones protoplás~cáamuy~es 



Fig, 3 Cultivo en monocapa del STVC en el 4º Pa 
saje, Crecimiento celular o:rientado paralela' 
mente y pei•sistencia de la morfología alar~ 

da. Tinción H&E. 100 :x 
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de una longitud de 7 a 8 veces. el tamaño del cuerpo celular; notandcse a-

demás un desprendimiento de la monocapa celular de la botella de cultivo. 

·cinco días más tarde se pudo apreciar en la mayoría de los·cu1tivos que 

solo algunas áreas de las botellas presentaban crecimiento y el resto ha-

bia degenerado, y estos sitios de crecimiento estaban integrados excluai~ 

vamente de células fibrcblastoidea, que se desarrollaban en forma parale-

la y con bordea bien definidos. 

Deápués de·. tres semanas los cultivos los:raron la confluencia . en 

un ar:reglo IllUJ' semejante alya descrito (Fig.3)• Apartir dalp!Jj •. 151os.s1 
' ' . . 

guientes se efectuaron entre los ooho y diez días. a Un.a proporción d.e -1'5 

ye. que· el. arreglo era llWllalll0nte oomt>acto. 
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. . 
Fig. 4. Cultivo en monocapa del STVC. en el 4° Pa 

saje; CáJ.uias tumorales eon un gran núcleo· f7 
prominente nuoleolo. Vacuolación oitoplasm:t..:·.; 
ca 1IR.\V' mar~da, noteae la sobreposición oelu:il-Y-

iar. 'Ei.noión Hd:E. 1500 x 

~'.·l~.;+<:icl\'f ~aes de oreoimiento continuo la línea celular presen. 

to un dé~llo Vigo:roso y caracterizado por WIE1 poblaoi6n celular morfo 
. . . -

logioamente homosénea y oon o.recimien.to en un arreglo paralelo en forma 

de aoonioo, así como un bajo decremento del plI del medio aun con 'u:aa alta 

densidad celUlar. 

Ul tra.est:ruotura 

El pri~r es't-::.iio ul ~r~~E t7~: ::.:.r~: :i'•~~. Sü .r8a-
4, 

liz6 fue de las oálulás tumorales inmediatas a la d.i~;,<:::-.::ión y c;r::pler.id:as 

en el cultivo primario, En la figura 5 es poi;:i.'::.le ¡,,;.::-•:".:~(;!' r;u•; 1'~ o~l:.:la· 
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red.onda se caracteriza por la presencia de un gran núcleo irregularmente 

redondo a oval, el cual contiene eucromatina uniformemente dispersa y en 

la periferia nuclear se observa escasa heterocromatina asociada a la mem.-

brana. Existe un conspicuo nucleolo excéntrico (algunas ocaoiones dos) 

que presenta gránulos de oromatina perinucleola~ e intranucleolar. Distr_i 

buidos en todo el nucleoplasma se observan partículas de apariencia ribo-

somica que posib~emente sean precursores ribosomales, y también se obser-

van pOC!'.lS granu1os de intercromatina. El citoplasma· contiene retículo en

doplásmico rugoso (RER) ampliamente distribuido y con numerosos grupos de 

ribosomas en asociación, a la vez son vistos algunos polixibosomas en fOJ;: 

ma independiente. Esparcidas en el citoplasma fueron obse~adas pequeñas 

mitooondrias ovaladas a redondas, con pocas crestas'ydiferentes grados 

de hinchamiento( Fig. 6 ) • 

Por otro lado también se pudieron observar un número considerable 

de vacuolas de diversos tan.años, mior·ovellosidades protoplásmicas escasas 

y de poca talla, y un apaparato de Oolgi pro.minente (Fig. 7). En algunos 

casos se notaron varias estructuras lamelares que en uno de sus extremos 

dejaban ver pequeños estraneuJ.allti.entos en los espacios intramembranales 
1 

de arreglo concéntrico ( Fig. 8 ), 

Los fibroblastoa normales encontrados en las muestras son perfec-

tamente distinguibles morfolÓgicamente de las células neoplásicas. Estas 

células norma_les presentan un núcleo no !llllY grande, de forma oval ·que al

gunas ocaciones presenta profundas invagi.l'lacionas y considerable .. cantiwld 

de heterooroma.ti,na femando cúmulos asociados a la membrana nuclear; así 

mismo las ·e.:ctensionee ·protoplasmi'cal.'i son de considerable tamaño y númerÓ 

( fig. 5 ). 



5. ·· Célula de STVC (derecha) y -célula de tejido fibroo9na.2. 
. ti'lfo no:rmal (izqu:!,e?da). Electromicrog.rafía obtenida apar

tir·de células de cu1tivo primario. Notase el gran núcleo 
;r~nuoleolo pronti.nsnte de la célula neoplásica, así como la 
p:resenoia de pocas microvellos:!Jiades en ella. 14 850 x 

··-~·· 
:, :;~1t1; 

., ,.··· .. ·.·.·. ··· ... ·. :. ' [i .¡ 
... '· ... '' ~~¿·~¡;~1;1!8l\.iü'ai.:·liiri; ~~~~ ...... ;.., .&1¿ 

•·- : • /; · :na~ li~new¡ notadaa1. tdiéleo .. aval~· aparato de Qol-. 
· · ·· · · ·.~L'~'.t~J" ~'t.Wdc;pl.Ulliieo ;rupao. 14 850 x. · 

,;• ,-



Fig. 7 Célula de STVC. Es posible ver Un aparato de ,Golgi Pr.2. 
minente así como .abundante vacuolacióri, que en algunos ca~ 
sos presentan inolusiones electrodensas. Algunas particu-· 
las de apariencia ribosomal astan dentro del núcleo.29700x 

' '· 
Fig. 8 AÚa resolución de parte del citoplasma de una cél~. -
· . dé STVO en cultivo primario,. en donde se observan es~ 

·Wr&.s.l/i!.melares de,m::i!eslo.eonoéntrioo. 36.300.:x 
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El segundo estt;dio ul traestructural se realizó en células de tin 

mes de crecimiento continuo, c¡zya morfología alargada era la dominante en 

loe cultivos, y ahora muestran una forroa circular característica, conferi 

da por el agente dispersante empleado en la separación de estas de la ma
triz de crecimiento. 

Las células de la línea presentan un gran núcleo, con considera

ble cantidad de heterocromatina tanto asociada a la membrana nuclear ·001;.v 

dispersa en gránulos dentro del nuoleoplasma. También se aprecia poca eu

cromatina y persisten partículas de apariencia ribosornal incluidas en el 

núcleo ( fig. 9 ). El nucleolo.ee prominente y com!lI!mente se ve disociado 

en sus fracciones granular y fibrilar; a la vez fueron encontradas.algu

nas estructuras dentro del nucleolo, de forma circular de mayor eleotr~ 

4ensidad que el entorno y rodeadas de un halo claro, comunmente llamadas 

mlcroesférulas (59) (fig. 10 ). El BER vesicular es rnuy notorio rodeando 

la periferia nuclear así como en toda la extensión del citoplasma, tam

bién presenta en asociación algunas acumulaciones ribos6micas. Algunos 

grupos de poliribosoma.s se encuentran libres en la célula,a la vez de una 

gran cantidad de mitccondrias de tamaño y forlll9. variable que son facilmen_ 

te observadas, también hay algunas vacuolas así como grandes inclusiones 

de tipo lipídico ( fig. 11 ) • Es impo-rtante hacer notar que astan presen

tes algunas estructuras puntuales de muy marcada electrodensidad, que son 

artificios provenientes de la técnica de microscopía electrónica y no pro 

pi os de .la célula ó algún contallli..nante biológico. En la micrografía 11 

también se puede notar que al aparato de Oolgi ya no.es tan próminente y 

la membrar.a. celular se encuentra caracterizada por un número moderado de 

extensiones protoplásari.oas·. 

·Un hecho que cabe mencionar es .el de la presencia de algunas par-



Fig. 9 

. . .. -··--· -~---·· 

·« .. ~ : -;~ '!~ ~· . 
,. 

••:I 

:.·.' 

. Célula de STVC. Se aprecian grandes .cisternas perinu 
oleares del IlER. Note las grandes vacuolas co~ posible -
contenido graso y la escasa euoroma tina. 1171 5 x 

Fig. 10 Nuoleoio de una célula.. de 14 línea. de S'l'VC al 4º P.~i 
sa~e. Se disti~n ilis tracciones nuoleola:res:gr&.nu¡a; 
(g)·:y.til>rll.ar .(f) ... N'ote laa.·eetruoturas compaoias ro--· . 

; de.adas a,enm ha.lo clliro~; 51 '150 :Z. 

.\ 



Fig. 11 

J'ig •. 12 
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Célula de STVC. El. RER vesicular se encuentra ampliamen 
tedistribuido en todo el citoplasma así como rodeando al. ntl 
oleo. Heterocromatina irregularmente distribuida en la peri 
feria nuclear. 29 700 :x: -

. aran aumento de llll núcleo de una . célula de la línea STVC 
al 4° ;pasaje, en donde se aprecian 2 ;parU,oulae de aparien... 

. . oia vi:t'IÜ (-to)• 57 750 X . 

... 



tÍculas de apariencia viral ( fig. 12 ) que fueron vistas en varias célu-

las analizadas. Las partículas se encontraban dentro del núcleo y mostra-

ban una parte central sumamente electrodensa rodead.as por una parte más 

clara y envueltas en uro estructu.ra con proyecciones en forna radial, es-
. o 

tas formas de apa-.>:icncia viral median entre 1600 - 800 A • 

Curva de creciffiiento 

La curva de crecimiento mostrada en la.gráfica 

1, !'Spreeenta los resultados obtenidos con los cultivos primarios en caja 

Pet:ri a un¡, densidad inicial de 1 x 105 cel/ml; notandose que las células 

. se muJ. tiplicaban exponencialmente deGpués de ur, estadio prolongado de una 

baja división celular, most:ra11do inclusive al inicio del e:q::erimento un 

decremento de la población celular sembrada. Después de apa:recer la fase 

e.lCJ?onencial en el día 7 esta se proloilza hasta el día 9, oon un tiempo de 

doblaje o de g'3neración de 13.3 hrs. La curva de creci~iento encuentra 

una fase de plaea o meseta después del noveno día con una cor.centración 

celular final de 12.1 x: 105 cel/ml. La curva de muerte celular encuentra 

una correlación de 0.71 ocn respecto a la CUI"ra de crecimiento. 

La gráfica 2 muestra la curva de crecimier.to calculada con.datos· 

obtenidos con cultivos del cuarto pasaje de la línea celular.y la metodo

loit!'.á fue precisamente la emplead.ti en la C\trVa del ou1. tivo primario. La 

concentraci6n :final de siembra fue de 1 . x 105 cel/ml, con una "Variacion 

en el tiempo de efectuar las lecturas ya que el periodo pa~ lograr la 

confluencia era muy prolongado, y por tanto las lectui-as ae efectuaron 

cada cuarenta y ocho ho.ra.a •. En. e ato . experimento la :perdida celttlar no fue· 

tan marca.da .en el ~eriodc de. post-si~mbra. ta fase exponencial en eete º.!!. 

. ',; 
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Grái'ioa 1 • Curva de crecimiento celular de aul.tivo prinario 
de STVC. Promedio de 1.os valores del número total de 
o6lulas obtenidos de tres cultivos cuantificados.a• 
di.arip ( •.). Milerte celular deteriDinada por azul -
trnan(o). · 



, cuarto pasa f! 

) .· ·. r ~~:-~--~-'--T_.¡ 

/ 
. -·1 

r--."f·_,, 
~~L-~~..;.....-!---~-t::~=--t.:---C--ñ.-~--' 

2 4 6 8 '° 12 . 14 

. artcfica 2 • Curva de crecimiento celular de suboulti1To al. 4º 
pasaje. de STVC. Promedio de 1os valores d9l número t2_ 
tal de células obtenidos de tre~ cultivos cuantii'ioa-
408 cacla '48 hrs. ( o). Mue1'"te oelular determinada .. -
por atl.il tr,n>an ( . o. ) • · 



41 

5 

4 

3 

2 
Culfüo primario 

.. 
e:; 
-~ 

E 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Días 
e 
Q, 

"' .9 
;;;, 
~ 
!.> 

% 
Q¡o 

"O 

~ 5 

4 

3 
Cuarto pa511Je 

~ 2 

l ' 
' ' 

2 4 Ci 8 IO 12 14 15 18 20 [){a. 

Oráf'ica 3 • , Indice mitótioo. Cáiculó del poroenta~e de 
mitosis,. en cultivos primarios y euboultivos 
del cuart.o. pasaje. de cálulas del STVC , · 
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so se presentó después de un periodo de cuatro días y permanecio activa 

hasta el decimo' día de incubación, con una concentración final de placa 

de 12.2 x 1c5 cel/ml. El tiempo de doblaje para este modelo se encontró 

en base a la formula de Hayf'lick ( 59 ) y fue de 40 .1 hxs. en la fa se ex

ponencial. La curva representante de la perdida celular en el transcuxso 

del e.z:perimento encuentra una correlación de o.82 con respecto a.la curva 

del númoro total de células en crecimiento. 

El indice mitótico encontrado en los culoivos primarios muestra 

gráfica 3 ) una constancia dentro de un rango muy estrecho, a todo lo 

largo del periodo de análisis. Loe vectores representan la desviación st~n 

dar de la media ( obtenida apartir de 3 datos en cada lectura ), y esta 

desviación es mayor en el cuarto día y relacio11a11dolo con la curva de cr~ 

bímiento oor:responde a la fase pre-exponencial, así mismo el menor Índice 

mitético se observa en la fase de' placa o meseta poet-e::i...-ponancial. 

En a:!. cuarto .pasaje se encuentre. una mucho mayor variación en el 

in.dice mitÓtico, en la gráfica 3 se muestra un 'decremento del porcentaje 

niitótico en los primeros seis días de incubación de donde los primeros 4 

días corresponden a la ~asa pre~e:x:ponencial en su ourva de crecimiento 0.2, 

rrespondiente. Después de este el índice alcaza un máximo al decimo día 

.que corresponde al inicio de la fase de placa, posteriormente disminuyen

do las mitosis. 

Estudio óromosómico 

El "análisis oromosómico de las células tuinora

les mostr'ó que estas presentan un número modal crom.os6mioo de 59 ( :fig. 

13 ) ' observandoae dos posiblef!. cromosomas marcadores, un pequeño meta.cén. 

~rioo y otro metacéntrico mediano oon una oonstrioción secundaria subter-



minal. 

t¡::-/!,.''~,~ .' ..:~: ''':'i!:;,~t-.,;,¡c.,, :;" 
' 

• l : 

Fig. 13 Cromosomas de .células del STVC. 5.º pasnje. 
Posibles cromosomas marcadores (-). Tinción 

Giemsa , 1250 x 
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En el carlotipo ( fig. 14 ) se :puede observar que esta integrado 

por quince cromosomas metacéntricos y submetacéntrioos 1 siendo el resto 

acrooén~ricos. Todos los cromosomas fueron arreglados en base a su tamt:iño 

y posioi6n del centrómero. 

Como puede observarse en la gráfica 5 el núiiiero oromoeómico (NC) 

varla desde 34 hasta 85, .predominando las células con 59 y 64-85 cromoe.2., 

mas en donde en este último :rango se encuentran NC's de 78, que son los 

pe:rténeoientee a cnul~s caninas normales •. Sinembargo estos cartotipos .!. 

ran semejantes a. los norimles solo en número más no en mor:f'ología, pues- ' 
'' 

to que en ellos se localizaban cromosomas me~céntricos o aubmetaoéntri- · 

oos e inclusive oromoéomae marcadores• 

,.;, 
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Fig. 15 Cariotipo de una célula del STVC 

Al tercer pasaje se encontró una distribución del.NC coll!Jlletamen-. 

te distinta al primer pasaje, el NC modal fue de 59 y la propor.ción de o

tros cariotipos fue ÓOl!l:Pletamente baja o nula, a excepción del r~o 64-· 

85 que incluyo a 17 oélÚlas del total. 

Pára el quinto pasaje le. distribución anteriormente deseiri ta fue 
. .. ' 

maa marcada7 el cariotipo con 59 cromosomas fue altamente predominante y 

en este cáso ·las células con HC normal. de 78 :fueron solo dos d~l total!. 
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na1izado. En el estudio.efectuado al octavo y onceavo pasajes se observó 

que la proporoión de células con 59 cromosomas fue muy alta. 

En l.a quinta parte del total de células analizadas durante el pe-

riodo de estudio fue encontrado alguno de los cromosomas marcadoi-es. Es

tos marcadores fueron principalmente de dos tipos1 un cromosoma pequeño 

metacéntrico perfectamente distinguible de los restantes metacéntricos 

por su ta!!año y volúnien, y· el· otro un cromosoma metacéntrico de tamaño ~ 

dio. con una constricción secundaria subterminal mµy· característica. La -

proporción de estos cromosomas marcadores varió con respecto al tiempo de 

cultivó ( cuadro 1 ). 

Cuadro 1 

- . Nm!ERO DE CEDJLAS EN LAS ClJALEs Al'l.llECEN CROMOSOMAS .MARCADORES 

,. Pasaje celular 

Cromosoma marcador ·" 1º 3º 5º ljO 11 o 

Metaoentrioo pequeño 15 19 12 8 17 

Metacentrico o/conatric. 7 18 10 15 28 
seo. subterminal 

Cultivo en asar semisólido 

Al realizar el•aultivo en agar suave se obtu

vieron colonias de más de cincuenta células después de 14 días de ·incuba.-

· oi6n, siendo considera.das solo aquellas co1onias que moetrabán límites 

bien definid.os y un diámetro de 40 ;im ( fig. 12 ) • Las ctSlÚlas · prcwe- ·. 

ni entes de estas colonias fueron :retirad.as del cultivo y t~das con, 

'li'rigth-Giemsa pará su obaervaci6n a microscopía de. luz ( 61, 62, 6.3 ) , 1.2, 

grandose observar la mor.t'ología ~racterística de las .célul48 del ·sTVC 



Fig. 15 Colonia de células de STVC en cultivo de agar semi
sólido a 15 días de incubación. La barra representa 

200 pm. Contraste de fases. 

(células :redon:das con abundante o:Í. toplasma y un gran núcleo excéntrico). · 

Un hecho importante fue que la muerte celular oourre generalmente 

después de treinta días de haber. sembrado, ocurriendo durante los prime

ros siete días de incubación un incremento del número celular progresivo 

y bastante n?torio, encontrando ,que las células aparecen creciendo ~ e,g_ 

bre otra hasta formar una masa celular oblonga. Para este caso se tomo c,g_ 

mo criterio para el conteo, que una colonia de más de cincuenta células 

su medida· era de cuarenta micrómetros. 

·tas pruebas de eetimulaci6n del desarrollo de colonias de STVC en 

asar semia6lido mostraron que el mejor promotor de crecimiento fue la ca

pa alimEÍtadora con iauoooi toe más plasma humano. ( cuadl'.'o .2 ) • 



Cuadxo 2 

Numero de oolollias de STVC/plaoa, desarrollad.as con difere.!1 
tes estimulantes. 

Cultivo Iª IIb IIIº IVd 

STVC - 18 53 :!: 1 88 :!: 5 120 :!: 4 
STVC - 110 40 :!: 15 72 .:!: 21 83 :!:"7 91 : 7 

·sTVC - n
3 59 .:!: .7 74 :!: 2 111 +· 1? 

STVC -·II . 4 '·39 .:!: 12 101 :!: 10 115 :!: 10 

a 1 sin estimulo 

b suero de ·perro normal 

4~ 

o capa alimentadora - leuoooito.á + plasma. caninos ( 5rt03 oel/ml) 

d capa alimentadora - leucocitos +plasma humanos ( 5x103 cel/ml) 

sobre capa 1 células de STVC a una conóentración de 2x1 o5 .cél/ml 

. La eficiencia de placa lograda con una concentración inicial de 

siembra de 2x1a5 cal/placa fue de o.o3s :!: ó.011 % (niv.sig. 0.01 )_, con 

capa alimentadora de leucocitos de perro. 

A partir de colonias desarrollacla's en agar suave de la linea celE 

lar, se lograron obtene_r seis clonas. designadas como· : 

STVC - I - A8 

~TVC - I - :a3 
sT-vc - r - c5 
STVC - I - c14 

. STVC - II - A ' 1 

STVC - II - B2 . 

Estos oulttvoa presentaron un crecimiento semejante entre sí, así 

mismo_ cofiio :a los Ye. establecidos en monocapa, caracterizado por la tende:a. · 
•J.: 

oia de las células a adoptar la mor:f'ología f'ibroblastóide a más ta:rdar a 
' • ' ' 1 
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las 48 hrs. de haber sido transferidas a las botellas de cultivo además 

de presentar un crecimiento continuo durante cuatro meces, El análisis -

cromos6mico de las clonas mostró un número modal de 59 con ausencia de ·,... 

cromosomas marcadores. 

Inducción de i ·Tumor 

El transplante realizado con.células provenie.!l. 

tes de la línea con un mes Qe cultivo· continuo prodUJO crecimiento tumo-

ral, por inoculación subcutánea en un perro clinicamente sano. 

A los treinta días después del transplante, la masa tumoral se PJ! . 

do detectar manualmente, como un nodulo de aproximadamente 2 cm de diáme-

tro del cual se üetermino histológicamente que pertenecia a un tumor ven_! 

reo canino en formación. 

Los intentos posteriores con células provenientes d.el clon.STVÓ -

I - A8 . ( ) y de la línea STVU - II pasaje 10 no produjeron crecimiento.tu-

moral en los hoap~deros suceptiblea •. ~ 

Criopreservación 

Células de la línea (pasaje 6)'fueron congela-

das en nitrógeno líquido, siendo descongeladas a los 15 y 30 días después 

~bteniendo un índice de.~ortalidad del 35% (evaluado por tinción de azul 

trypan). Las células que lograron crecer después de la congelación pre~e.!l. .. _ 

taron las mismas características morfológicas, cariotípicas y de. potenci.!! 

lidad de crecimiento en agarsuave, que sus similares no congeladas. 

·Posteriormente a los ocho meses de cultivo continuo ~odos los au1 
tivos pasaron a ser almacenados en nitrógeno líquido • 
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IlISCUSION 

.Las características histológicas de las cél.J.!. 

las pertenecientes al STVC observadas en este estudio son aimilares a lae 

previamente descritas por algunos investigadores ( 1!;1 1 2J 1 24,26,27,~B,40 1 
41,42,46,64,65 ). 

se obser•ó en los cultivos una completa confluencia de la monoc.!i!. 

pa celular a los 10 días de haberse sembrado, en contraste con el estudio· 

de Adams y colb. ( 39 ).los cuales no logra.ron la confluencia hasta pasa

das tres semanas después de la siembra, atribuyendo este retraso a las ~

rregularidadesdel envase de cultivo.Sin embargo los resultados.de este 

trabajo de acuerdo con Mohanty y colb, ( 42 ) ·indican que la superficie 

del vidrio no es el factor decisivo¡ ya que existen otros factores como 

la concentración de células viables, células derivadas de tumores en un 

estado activo de crecimiento, tumores oon una mayor cantidad de cél~las 

del tipo requerido para el estudio y pocas células de tejido fibroso, y 

tumores con IIlUY baja rección inflamatoria, degenerativa y nécr6tica, que 

producen este efecto. 

La presencia de unicament~ células redondas con abundante cito-:

plasma en la suspensión celular antes de la siembra, un incremento de la 

poblaci6n de células Úbroblastoides en los cultivos y una disminución de 

la pob1aoión de células rel±ondas, e.sí como el notorfo aumento de la oant! 



dad. de oi toplaama en las células fibroblaatoides sugieren que dichas cél.!:!; 

las alargadas proéeden del desarrollo de las células redondas. En. culti

vos del cuarto pasaje· en adelante la población celular es estrictam0rtte 

de c6lulas alargadas. Observaciones semejantes han sido reportadas de cuJ:. 

tivoe de oé1ulae del tumor venéreo canino in~ ( 24,39,42,49 ) • 

La perdida de inhibición de contacto en el desarrollo celular 

fue muy mároada principalmente aparti~·del cuarto pasaje (un mes de cul

tivo ) obse:rvandose islas de crecimiento distribuidas por toda la superf,i 

oie d.e la bot.ella de cultivo, característica pro:riia de células cancerosas 

( 2,9,10,11,66,67 )~·Estas islas de crecimiento presentaban en su inte..,.; 

rior células de morfología redonda y alrededor de estas, células tipica- . 

mente fibroblastoides. 

Contrariamente a lo reportado por Adama et al ( 39) no se encon 

tro UJla mezcla· morfológica en la población celu1ar.en los cultivos a lar-

go plazo. A. los siete meaes de cultivo continuo la población celular fue 

~x~lusivaniente de células alargadas, aur. que en ninguno· de estos cultivos 

ni':en primarios , se realizó olonaje de células redondas como ellos men

cionan 'que realizaron. A pesar de que algunos campos al microscopio se 

observaron varios elementos redondos, estos se consideraron como células 

en proceso mi t6tioo por su baja propo1ci6n dentro de la cionoentra'ci6n cal_!! 
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lar~: presente.:-( 1 ~ 14 ) • 

Las dos líneas celulares ( STVC-I y STVC-II cada una de ellas de 

diferente donador) logradas en este estudio crecieron vigorosamente en M-

199 suplementado con 2crf, de suero fetal de ternera, siendo este último 

primordial para su adecuado desarrollo coco lo hicieron notar Prier et -al 

( 36 ) y Adan:s et al ( 39. ) • 

A.sí mismo en contraste con los histiocitor:ias c:minos, cuya :pobl~ 

oión celular es usualmente monomórfica ( 68 )j el tumor v-enéreo como ya 

se mencionó SU población· es predominantemente pleomórfiCR ("25,27,41 ). 

El análisis ultraestructural de las células del tumor en cultivo 

primario fue _muy similar cori los estudios realizados con tuinores en dife

rentes estados de evolución ( 21,26,43,46,65,69 ), sin embargo a diferen

. cia de !Cennedy y Yang ( 65 ) no· se encontró en este estudio, r,olagena ex

tracelular, ni fibras reticulares en aaóciación con las c.Jlulas redondas, 

lo cual les hizó sugerir que las células redondas puédendiferenciarse.h.!!, 

cia células fibroblastoides conforme se incrementa la masa tumoral; 

La caracterización ultraestructural encontrad.a por estos autores 

( 65 ), pa:ra tumores de catorcé días concuerda con la obse:rvada ~quít nú

cleo conteniendo pequeñas cantidades de beterocromatina periférica, con 

.eucromatina distribirl.da Ulliformemente en todo el núcleo, y un nuoleolo -

·conspicuo característico de una célula de gran metaboli~mo ( 60,65 ). Al-

gunas de las irariaciones en las ca:racterísticas celulares report!ldas en 
. . 
la literatura. con respecto a las encontradas en el. cu.lti·~~ :primario se d~ 

. ben posiblemente a. loe cambios degenerativos del peri·odo de regresión (26} 

'esto~ cambios consisten en una disminución de la cantidad y vacuolación 

del_retioulo endoplasmioo rugoso, hinchamiento y vacuol~cíón delas.mito-

oondriaa, · agrupamiento de oroma tina nuclear y Wl· ~nsanchamien to del esJ?.a""' , .. , .. 
. , .. 
. --....., . 



cio perinuclear 

En las células analizadas después de un mes de cultivo continuo 

se observarori.claramente las características mencionadas anteriormente, 

encontracJ.as en tumores en proceso involutivo ( 71,72,73 ), Lo que hace B.Jl 

poner que la célula de STVC su:frió cambios morfológicos apreciables en su 

proceso de estabilización en los cultivos .!!!. ~· 

'En eatl:l estudio se apreciaron er.. aleunaa· células, particulas de 

apariencia viral como las descritas por Ajello ( 69 ) , Leombard y Cabanie 

( 30 ), Adame et al ( 39 ) quienes reportan la presencia de particulas v];_ 

ralee.del tipo C discutiendo que son de origen incidental. González et al 

( 21 ) encuentran partioulas intracitoplásmicas, apoyando a Adama con re!!_ 

pecto a BU origen. Cockeill et al ( 26 ) y Kennedy et al ( 65 ) encuentran 

estas partículas y además un arreglo lamela~. Gross ( 74 ) ~ugiere que el 

ST'vC :Puede ser inicialmente inducido por un virus, pero que la expresión 

viral no es requerida para el mantenimiento de .las características de la . 

neoplasia, ni para su tra.nsmisión. Es poco probable que las partículas de 

apariencia viral encontradas en el presente estudio, hayan infectado a 

las células de la línea durante el cultivo de estas ( 75, 76, 77 ) ya que 

como ·se ha mencionado, partioulaa semejantes son localizadas en el tumor 

i!l~ ( 21,30,65,69,74 ). 

A diferencia de Kennedy y Yang ( 65 ) , tampoco en los cultivos 

de un mes se observó producción de colagena intraoitoplásmica. 

·El estudio cinético de la línea mostró una variación en ia.curva 

de . crecimiento empleando células de cultivo primario y la realizad.a con 

células d 4º pasaje. Las prime~s ~oatrar~n un. retraso en la producción ... 
de' la :t'aee exponencial de des~rrollo, e inclusive una gran pérdida oelu"'" 

·lar en loa primeros dfas cie inoubacíó1u esta característica fue encentra-
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da por Ronot et al ( 78 } mencionando que el número de células inactivas 

para el ciclo celular contad.as en la fracción de crecimiento, fue alta en 

el cultivo primario, explicando esto el gran retraso en el periodo de es-

te tipo d~ cultivo. Además los análisis de flujo citométrico ae AJJN obte-

nidos por métodos ~atentlticos demuestran ~ue ~l número de células en G0 .... 

G1 se incrementa durante el cultiyo. En el análisis de células de· STVC 

a.el c\.Ulrto pasaje oesaparecio casi por com?leto este retraso. 

En las curvas de pérdida celular se encontró un alto indice de 

correlación con las cu_....,as de crecimiento ( 0,71 y 0.82 para el cultivo 

1° y 4º pasaje respectivamente), similares a lo encontrado por Woo et al 

( 79 ) para una línea celular derivada del linfo!1111 .de Burki tt. La denai4-

dad final de desarrollo fue seme,jante en ambos es:tud.ios ( 12.1x165 y 12.2 

~105 cel/ml respectivamente después de 10 a 12 días de incubación. 

El indióe mitótico ( IM ) observado para el cultivo primario, no' 

mostró gran variación en el transcurso del análisis, tan solo se nota un 

incremento de mi tesis en les días previos al surgimiento del desarrollo 

exponencial. Por otro lado el IJI! calculado para el· cuarto :pasaje ae obae,E_ 

varen algunos hechos; el menor índice correspondio a los dias previos y 

propios de la fase exponencial, y el máximo cuando se ba logrado la dens.!, 

dad final de desarrollo en los cultivos. Estos datos son si:nilares a los 

reportados, por Woo et al ( 7, ) para la línea cel,ular linfoide CONCEPl'I-

ON. 

En el estudio dei cuarto pasaje se prosiguieron l<>s oonteoa cal:!;! 

.Lares a.1:1apués de presentada la fase d.e crecimiento 1;xponenoial · ( :fase me

.seta ) con el objeto de determinar si "realmente se detenia el desarrollo 

o solo era momentáneo, ae observó que no existe más proliferación celular, 

. y amique no sa aproda ¡iérdi.da celular si notarnos un decremento continuo 

en el ir.die~ mi tótico cc=-esJ?.Ondiente 1 :mgiriendo esto que la ooncentr!t"" 



ción final de siembra reportad.a ea la máJd.ma proliferación celular que 

puede alcanzar la línea celular del tS'!'VC en estas condiciones. 

El análisis cromosÓmíco del.tuoiar venéreo canino aqui reportado 

muestra características simílares en terll!J.nos de número cromosómico, fre-

cuencia de cromosomas metacéntricos e incideucia de cromosomas marcadores 

.con respecto a otros estudios en varias regiones del crundo ( 33,38,40,47, 

51 ) • 

Las características cariótipicas de las células cultivad.as del 

STVC a largo ~ermíno fueron: número cromosómico modal de 59 y 15 cromoeo-

mas entre sub- y metacéntricos, asi como la presencia de dos cromosomas 

·marcadores perfactamente detectables y similares a los observados en otros 

estudios ( 33,40,47,51 ). 

S hi emba:rgo lo¡, cromosomas marcadores requiaren una consideración 

especial, ya que en algunos estudios lo reportado en ellos no corresponde 

precisamente a lo encontrado aquí. Por ejem;:lo Adams et. !11 47 ) repor-

·tan la presencia de tres cromosomas marcadores (CM), dos de los cuales s 

coinciden con lo a~uí reportado, pero encuentran unQ roás,metacéntrico ~ 

de con constricción secundaria subte:rm1.nal en ambos brazos, que presentaba 

la tendencia a desaparecer conforme envejecía la línea celtil!: r. El CM pe:

queño presentaba la misma tendencia, mientras que por el contrario el CM 

con la constricción subterminal única, se hacia mas frecuente conforme e.a 

vejeoia la línea. 

En nuestro estudio la frecuencia del rnetacé11tricc ];)equeño mostró 

una persistencia casi uniforme a lo largo del estudio~ no asi con la fTe

ouencia del CM con constricción secunearia subi:erminal, que mostró un ºº.!!! 

· porta miento muy similar a lo encontrado por Adama ¡ colb ( 47 ) • 

Por otro lado Thurbu:rn et al ( 33 ) 16cal1::a CMs ao:cooéntTioas, 
li 
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con constricción secundaria en tumores venéreos de perros de Jamaica, Osh! 

mura etal ( 51 ) encuentra dos pequeños metacéntricos y un pequeño subm~ 

tacéntrico. Los cromosomas marcadores reportados por otros investigadores 

incluyen. tm gran ·submetacéntrico con' hetei'opicnosis -y -un brazo" muy largo, 

y varios metacéntricos perrectos, tanto pequeños como grandes { 25,40,50) 

No obstante la amplia distribución y frecuencia de¡;parición, la naturaleza 

y función de los cromosonas marcadores permanece poco clara. 

Concerniente a los mecanismos de transformación cromosómica. se 

ha sugerido que el incremento del número de cromosomas metacéntricos se 

debe a una posible fusión centrioa( 13,141 50 ). 

Se ha, encantado que el núm~ro de brazos cromosómic.os en las cél:!:l; 

las del STVC es s:umamente semejante al observado en células normales, la . 
reducción en su número-cromosómico ( hipodiploide) no se ve acompañada 

por su dismin~ción equivalente en 'al contenido de .A.mr ( 47 ), La similitud 

en el modelo de bandeado, reportada para varios elementos metacéntricos, 

entre tumores pr:i,mrios y transplantados estrechan la· idea de una posible 

fusión cel!ltrica (_ 51 ) • 

Las células que log.Ta:ron desarrollarse en cultivos de agar suave 

presentaron las caract~risticas ·morfológicas anteriormente reportadas ( 27 

39,42 ) para células redondas que integran.el STVC. El tiempo para obtener 

colonias de más de cincuenta células es comparable al obtenido en traba

jos que estudian el desarrÓllo en agar suave de di:t'ereutee patologiae de 

origen linfoide ( 16,Bo,81 ) • 

. El desarrollo celular se ve áumamente afectado por la presenci~ 

de factores promotores de crecimiento, como el suei•o procedente· de la mi!_ 

ma especie y de la placa aumentadora conteniendo celulas produoto_ras de 

estimulante del crecimiento ( en este caso leucocitos ) ( 18,82 ). , 
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De las series de cUltivo realizadas, en ausencia de algun estilJJ.!:! 

lante sol.o una de ellas presentó desarrollo ( cuadro 2 ) y una eficiencia 

de placa lllUY·baja (0.02%)~ De las series estimuladas la que presentó una 

mayor respuesta fue la estimulada con leucocitos más plasma humanos. Pike 

Y. Robi'nson ( 16 ) obtlenen los mejoras resultados de orecimie.nto en agar 

suave.de células linfoides, con capa alimentadora conteniendo leucocitos 

más plasma humano, no así con cada uno de ellos por separado. Se ha ob8~~ 

vado que estas células alimentadoras son capaces de producir algun tipo 

de sustancia o factor que promueve el desarrollo celular ( 83,84,85,86 ), 

éstos factórea astan presentes en .el plasma ( a2 ), y al no aislar de este 

los leucocitos ( ni,Plaquetas) propiciamos·e1 suministro de. una produc

ción de este o estos factores ( 16 ) • Estas sustancias promotoras. del 0:11~ 

cimiento celular presentan algunas similitudes funcionales con .hormonas 

como la .insul.;ri.a ( a1; 85 ) • 

En el estudio se emplearon perro~. donadores de plasma, clinica~ 

mente sanos y que no hubieran presentado la neoplasia anteriormente, para 

evitar la presencia.de anticuerpos que interfieran con el desarrollo en.el 

agar ( 87,88 ). 

Una obse:t'V'ación i111:Portante fue el rechazo de tipo humoral por Pª.!: 

te del hospedero, ha.cia el tumor .;,enéreo ( 89 ) ; además de la respuesta m~ 

diada por células ya ?bservads anteriormente durante el periodo reconocido 

como involución o regresipn espontánea ( 44,46 )~ 

En auanto a la clonación .de ia línea celular esta produjo pobla

ciones, llÍuy SOlllejantes, esto COll!!Jrobado en base a los estudios cromosómi

COS y oi toldgioos ( 47 ) • Estas ~álulas -p:(.ese~taban características de ar~. 

cimiento similues a· los cultivos celulares ya establecidos :;·. ante estas 

razones y en base a los poetuladoei de Hamburger y Salmen ( 17, 47, 90, 91 



acerca del origen clonal de las colonias en agar suave, se sugiere que las 

colonias aqui obtenidas presentan las caracteristicas de una población c~ 

lular de origen monoclonal. 

Una peculia..-r>idad del tumor venéreo canino es su relat:ivamente fácil desa

rrollo por transplante a un organismo homologo u hospedero genéticamente 

relacionado .( 19,28,35,~5,46,65,92,93,94 ). Sinembargo en el presente t:r!. 

bajo solo se log:ró obtener un desarrollo tumoral en un ~erro susceptible, 

por inoculación subcutánea; l~s posteriores intentos no tuvieron éxito. 

Situación seme;;ante encentro Adama y colb. en 1968 y 1901 ( 39,47 ) los 

cuales fracasaron en sus intentos de producir el tumor venéreo canino por 

inoculación de células cul.tj_vads in.~ en perros susceptibles, emplean. 

do inoculaciones intravenosas, subcutáneas· e intraperitoneales, logrando 

solo un desarrollo tumoral por inoculación de dichas célula~ en la carnara 

anterior del ojo de un perro, obteniendo una masa tumoral a los diez día~ 

posteriores al tra~splante, sugiriendo al igual que Paul ( 95 ) y Soutbam 

( 96 ) que por alguna característica aun no conocida, varias líneas celu

lares establecidas no producen crecimiento tumoral por reinoculación en un 

hospedero homologo. Más recientemente Adama et al ( 47 ) lograron el oreo,i 

miento tumoral apartir de su línea celular, en hospederos beterologos i?lll!!:. 

noeupresoe. Epstein et al ( 64 ) menciona que la fácil homotransplantabi

lida:l del tumor venéreo canino no es debida entere.mente a la constancia y. 

estabilidad de su singular cariotipo, sino más bien como consecuencia de 

un incremento de la resistencia de las células del ~l!l1o:i. -;:spontáneo a la 

respuesta .del hospedero· isc·ihmune : característica q•.HJ ·no ha sido report.!!_ 

· da en· células de 1 tumor vew~reo canino cultivadas ..!:&' !i!!::E: 
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e o N e L u s I o N E s 

En ei presente trabajo se encontro que las cé-

lulas del sarcoma transmisible venéreo canino i;2 vi tro tiEinden a perder la 

inhibición por contacto, formando agrupamientos o apilarr.ientos típicos de 

células tumorales y células transforma.das, siendo la morfologia de estas en 

.cultivos a largo termino (8 meses) fibroblastoide con abundante citoplasma 

y con ce.racteristicas ultraeetructurales muy semejantes a. las ya obser1adae 

en células alargadas predominantes en el STVC en proceso de involución. Se 

oh;ervo la persistencia del número cromosomico modal de la n~oplasia (59 

cromosomas) a traves del cultivo~~' así como el periodo de tiempo de 

dobla je de la población cel•.llar (40 .1 brs). 

Con la técnica de agar semisólido, empleada ·en el crecindento de c! 

lulas tumorales de Óriger.. linfoide, se' logró demostrar que las células del. 

STVC se reproducen en un deaarrollo,monoolonal, con una eficiencia de placa 

de 0.035 ± 0.011% con una capa alimentadora de leucocitos de perro y que 

las oélulas integrantes de dichas colonias conservan sus caraoteristicas C.f!. 

riotipicas y_morfologioas, y pueden posteriormente seguir.deearrollandoae 

sobre una matriz. de vidrio. La. capacidad de las célula.a· de la línea. para· 

producir el tumor en un h~spedero homologo susceptible, no quedo completa-

. mente dilucidada • 

·¡. 
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