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RESUMEN

Durante m&s de dos décadas, los investigadores han persegui-
do el objetivo de desarrollar una prueba in vitro gue pueda pre
decir de una manera efectiva la quimiosensibilidad de un tumor
maligno. Uno de los principales problemas ha sido la baja efi-
ciencia de proliferacién de las c&lulas cancerosas. En el pre-—
sente trabajo se establecid una técnica in vitro utilizando me-—

dio liquido para realizar pruebas de quimiosensibilidad. Para
ello se sembraron 4 biopsias de distintos tipos de tumores y 1
biopsia de encia, sana, llevadndose hasta la resiembra 2. En ge-

neral, seé obtuvo una alta eficiencia de proliferacion celular
y se realizaron los ensayos cultivando las c&lulas tanto en au-
sencia como en presencia de Cisplatino, Metotrexate y Bleomici-
na. En los ensayos realizados con epitelio normal se obtuvieron
las concentraciones en las cuales la potencia de los f&rmacos
in vitro es eqguivalente a las d6sis utilizadas con los pacien-
tes (equiddsis). A tales concentraciones el dafio causado por
los tres agentes fue igual en epitelio sano, no siendo asi para
las cé&lulas tumorales en las cuales hubo variabilidad en la sen
sibilidad de las cé&lulas hacia los farmacos, esto es, una selec
tividad en la inhibicifn tanto en un mismo carcinoma como entre
los demis. Por otro lado, se encontraron cambios en las caracte
risticas originales de las c&lulas normales mantenidas durante
un perfodo largo en cultivo (resiembra 20), como son, variacidn
en la. sensibilidad, disminucifn en la Tasa de Proliferacifn Ce-
lular (TPC) y alteraciones en el nfimero cromosémico. Asi mismo,
para corroborar la malignidad de las c&lulas tumorales se reali
zaron anidlisis cromosfmicos en c&lulas de la segunda resiembra
y se encontrd que el 78% de las metafases analizadas  fueron
aneuploides, indicandonos ésﬁo la inestabilidad de su material
genético. ’



INTRODUCCION

El cdncer es tan antiguo como la historia de la humanidad. -
Ssu existencia ha despertado especial inqguietud en la sociedad in
dustrializada que ha encontrado la forma de eliminar otras enfer
medades y no ésta. En la actualidad, el cidncer es una causa muy
comﬁﬁ de muerte, y a pesar del gran progreso gue ha habido en- el
conocimiento de la estructura y funcifn de las c&lulas, afin pa-
ra el observador mds astuto de los procesos biolb6gicos, el cén-
cer es un fenbmeno confuso que desafia una simple categoriza-
cién. Es una enfermedad multifactorial y depende de la naturale
za de la poblacidn de riesgo y del ambiente (1).

El crecimiento normal esta regulado de manéra que la propor-
cién de c&lulas en proliferacién en un organo se incrementa o -
decrece para balancear la tasa de pérdidad celular, manteniendo
asi el tamafio constante del mismo. Las c&lulas cancerosas no res
'pénden'normalmente a tal regulacifn, en consecuencia, algunas o
ﬁodas sus descendientes pueden proliferar de una manera no apro

vpiada y producir tumores. Todas las c&lulas cancerosas descién;
den de una s&la c&lula "fundadora', este ﬁnico.ancestro fue una
célula normal, con una funcidn normal en un tejido en particu-
lar, y de alguna manera sufrif un cambio fundamental y domo ré-
sultado de ese cambio empezo a dividirse y a proliferar en res-
puesta a un mandato propio mis que en respuesta a un estimulo -
ekterno ordinario requerido para la proiiferaciéh celulaxr, ori-
ginando los billones de c&lulas alteradas de manera similar,que

constituyen la masa tumoral (2). El crecimiento referido como



un tumor puede ser causado por proliferacifn celular, inflama-
cifn o infeccifn. Un.tumor causado por proliferacidn celular se.
llama neoplasia (crecimiento nuevo). Se puede definir una neo-
pPlasia como una masa anormal de tejido cuyo crecimiento excede
y no esta coordinado con el de los tejidos normales y persiste
de la misma manera excesiva afin despu&s de haber cesado el esti
mulo que lo provocd (3). Las neoplasias que no estan diferencia
das, que presentan un gran nfimero de c&lulas en divisiSn, que -
invaden los tejidos circundantes y se diseminan a otros sitios
distantes del cuerpo via vasos sanguineos y linfaticos son lla-
madas neoplasias malignas o cénceres. Las neoplasias benignas -
tienen una estructura que es tipica del tejido de Brigen, estan
bien diferenciadas, crecen lentamente y no presentén figuras mi
téticas frecuentes; si las hay, generalmente son normales. Los
tumores que surgen a partir de células epiteliaies se llaman =~
éarcinomas, y los que surgen a partir de cé&lulas del estroma o
mesenquima se llaman sarcomas (4).

‘ El cdncer surge de la induccidén de un cambio héredable en -
una cé&lula dando como resultado la produccibn de c8lulas hijas
gque escapan al control que limita el crecimiento de tejidos adul
tds diferenciados. Una vez que la c&lula se ha transformado pue
de continuar dividi&ndose ad infinitum limitada solamente por -
la disponibilidad de nutrientes y posiblemente por la habilidad
del hﬁésped para montar una defensa inmunoldgica (5). El creci__
miento de los tumores s6lidos esta limitado de alguna manera -

por la disponibilidad de nutrientes, los tumores pequefios depen
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den de la difusidén del oxigeno y otros nutrientes y de la remo-
cién de desechos mientras que las c&lulas se encuentren aproxi-
madamente a‘lSO u de un capilar. Debido a este crecimiento limi
tado por difusiSn se alcanza eventu?lmente un estado estable en
el cual se generan c&lulas nuevas que se balancean con las c&lu
las muertas y los tumores pueden permanecer en este estado de -
letargo durante afios (6). Afin no son claros los éventos criticos
gue inician la progfesién de una neoplasia pequefia a una grande,
clinicamente detectable, pero se han obtenido evidencias de que
los tumores, posiblemente estimulados por la anoxia, pueden li-
berar una substancia difundible, el factor de angiog&nesis tumo
ral, el cual induce el crecimiento de capilares del tejido cir-
cundante hacia el tumor. Una vez que ocurre esto, la neoplasia
inicia un nuevo crecimiento que puede continuar hasta que el
huésped muere. Conforme el ;uhor vascularizado crece, los amino
écidés, carbohidratos y otros nutrientes esenciales pueden ser
consumidos ripidamente, 1llevando a uno de los signos més comu-
nes de la enfermedad, la pérdida de peso. No todas las partes
de un tumor s6lido estan bien vascularizadas y el tumor puede
llegar a ser muy grande como para mantener el crecimiento de ca
pilares. El resultado final es a menudo un tumor con un centro
necréticé, rodeado por una capa de c&lulas inactivas y un borde
exﬁeriof de cé&lulas en divisidn (7,8).
La c&lula cancerosa difiere frecuentemente de la normal en

una variedad de caracteristicas anatémicas, funcionales y bio-

gquimicas que permiten distinguirla con relativa facilidad de los
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elementos nho alterados. La proliferacidn incontrolada es la ca-
racteristica m&s obvia de las cé&lulas cancerosas, mostrando a -
menudo una forma gque. es muy diferente de su contraparte normal
y no respetando las reglas territoriales que confinan a las cé&-
lulas normales a tejidos particulares. Muchas de ellas utilizan
una gran cantidad de mol&culas de azficar, dependen de una mane-
ra poco usual del metabolismo anaerSbico, la membrana exterior
es diferente a la de las cé&lulas normales y preseﬁta antigenos
tumorales especiales que dan a las c&lulas propiedades immunold.
gicas distintivas (2). Tambi&n presentan cambios en los niveles
de nuclebtidos ciclicos celulares, fluidez de la membrana plas-
mitica, proteinas secretadas, el citoesqueleto y el flujo de -
iones. Estas células estan menos sujetas a los mecanismos de re
troalimentacifn que controlan la divisidn celular normal, tanto
‘en los tejidoé como en cultivo. Por ejemplo, las cé&lulas cance-
rosas continuan dividiéndose generalmente en cultivo mis alla -
del punto en que las c&lulas normales se detienen por inhibiciSn
por contacto, proliferando y apilandose una sobre otra. Ademds,
las c&lulas cancerosas reguieren menos factores de crecimiento
" gque’ las c&lulas normales para poder sobrevivir y dividirse en -
cultivo, en algunos casos esto puede deberse a gue producen sus
propios factores de crecimiento. Las diferencias en el potencial
dé crecimiento entre las c&lulas cancerosas Yy las c&lulas norma
les en cultivo de tejidos a menudo estan asociadas con cambios
citoesquel&ticos conspicuos. La reorganizacidn del citoesquele-

to que acompafia estas alteraciones en el comportamiento se re-
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.fleja en dos cambios: las c&lulas cancerosas generalmente son -
mds redondeadas y las fibras tensoras disminuyen o llegan a es-
tar ausentes (9).

: La carcinoéénesis, el proceso por el cual sufgen los canceres
consiste de al menos tres grandes etapas involucradas: 1) inmor
talizacidn celular, (2) desarrollo de defectos en el control in
tegrado de la proliferacibn y diferenciacibn celular, y (3) el
desarrollo del control de crecimiento autorreguladox (10). La
secuencia precisa en la cual ocurren estas etapas no se ha pro-
bado, pero estudios in vivo sugieren que la inmortalizacifn ce-
lular es evidente en las c&lulas prepeoplésicas, y estudios que
han empleadd métodos de bioclogia molecular apoyan el papel de la
ipmoxtalizacién celular temprana en la carcinog&nesis (10). Aun-
gque se han propuesto muchas teorias para explicar la carcinogé-
nesis, ninguna ha tenido &xito ya que no han tomado en cuenta
todos los. aspectos observados en las neoplasias. Sin embargo,'—
Aalgunas teorias forman las bases con los conceptos contempord-
neos. Estas teorias se pueden agrupar bajo los mecdnismos prin-
cipales a que se refieren: mutacifn somdtica, diferenciacidn a-—
_berrante y activacifén por virus.

‘Teoria de la mutacif6n somatica. Esta teorta atribuye la -
neoplasia ﬁ anormalidades en uno o méds de los genes que regulaﬁ
el crecimiento y la diferenciéci&n y que tales anormalidades ge

' néticas pueden ocurrir en cualduier momento de la vida. Hasta
donde una o mis de las mutaciones requeridas sea heredada via

el cigoto, la persona afectada serd mds susceptible al céncer,
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ya que pocas etsﬁas mutacionales son necesarias para completar
el proceso carcinogénico en una c&lula somdtica. La accifén car-
cinogénica de agentes tales como radiacifn ionizante y quimicos
algquilantes se atribuye a sus efectos mutagénicos sobre las c&-
lulas expuestas. Algunas evidencias gue apoyan la teorja de la
mutacién somitica incluyen: la influencia de la constitucién ge
nética en la susceptibilidad al cancer; la correlacién positiva
entre mutagenicidad y carcinogenicidad y la presencia frecuente
de aberfaciones ¢romosbmicas en células cancerosas (11,12).

Teoria de la diferenciacidn aberrante. Esta teoria supone
que no deben ocurrir anormalidades en los genes‘o cromosomas.
Postula que las perturbaciones en la regulacifn génica, a tra-
vés de la represidn o no-represidn, puede causar un desarreglo
en el crecimiento y la diferenciacifn expresados en forma de -
c&ncer. Ya gque el defecto involucra principalmente cambios en -
1a,regulaciéﬁ de los genes y no cambios en su estructura, se -
puede considerar como epigenética mds que gen@tica. Ya que los
patrones estables de la expresifn génica ocurren durante la di-
ferenciacién (y ya que los mecfnismos tebricos posibles que ¢ -
existen muestran que la carcinog@nesis puedé causar cambios es-—
tables en la expresién génica a través de medios epigen&ticos)
sin altefar ﬁecesariamente el material genético, la distincibn
entre el mecdnismo de diferenciacifén aberrante y el mecinismo
mutacional reguiere evidencias especiales. Algunas de las evi-
dencias mds convincentes son: la totipotencialidad del genoma

de la c&lula cancerosa, la diferenciacién de las c&lulas cance-
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rosas in viveo, la asociacién de alteraciones en el desarrollo -
con el cén‘cer y la alta tasa de transformacidén in vitro (13,14).
Teoria viral. La tumorogénesis por ADN viral esta acompafia
da caracteristicamentepor la integracidn de genes virales en el
genoma de la. c&lula huésped. Despu&s, los genes virales son -
transmitidos y pueden ser expresados sin la produccifn de virus
‘infecciosos. Existe la posibilidad de gue cualguier ADN viral
pueda ejercer sus efectos carcinogénicos bajo circunstancias -
apropiadas, esto, ha llevado a la demostraci®n de la tumorog&ne-
sis por adenovirus y tambi&n la implicacibn de los virus herpes
simple en la patogénesis de ciertos tipos de cé&ncer. Tambi&n se.
ha visto qué los ARN virales (oncorna virus), como sus contra-
partes ADN, contribuyen con la informacidn gen&tica que va a -~
v formar parte del genoma de la cé&lula hospedera afectada (9,15).
Con excepcibn del virus verrugoso, los agentes virales afin no
esﬁan implicados de manera concluyente en la patogénesis de las
lesiones neopldsicas en humanos. Sin embargo, esta bien documen
tada la susceptibilidad de las c&lulas humanas a la transforma-
cibn "neoplésica" inducida por virus in vitro. Hay evidencias
indirectas que implican a los virus en las neoplasias humanas,
por ejemplo, la presencia frecuente de particulas virales carac
teristicas en las células de ciertas malignidades; la asociacifn
de antigenos grupo-especificos mediados por virus con las c&lu-
las de algunas neoplasias; la presencia de reverso-transcripta-
sa del tipo oncornavirus en ciertas c&lulas cancercsas y la pre

sencia en los nGcleos de algunos tipos de c&lulas cancerosas de
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secuencias de bases de ADN complementarias a las secuencias de
basés de virus de tumores conocidos (16). Hay evidencias que fa
vorecen el punto de vista de que los virus ejercen sus efectos
bbncbgénicos a través de la integracifn de informacifn-gené&tica
codificada en su dcido nucl&ico en el genoma de la célula hospe
dera- infectada. En el caso del ADN viral, la integracin y -
transcripci®n subsecuente del &dcido nucléico viral puede ser -
anilogo al proceso que se ha caracterizado bien en los bacterid
fagos lisogé@énicos. Por otro lado, en el caso de los ARN virales,
'se piensa que el proceso de integracifn involucra un intermedia
rio de ADN, sintetizado a partir de ARN viral a través de la ac
cién de una ADN polimerasa de un virus especifico ARN dirigido
o "reverso-transcriptasa"™ (17).

VSe conocen dos mecdnismos por medio de los cuales los virus
alteran el cohtrol de la proliferaciSn celular: (1) la integra-
ci5nbdel ADN viral en el genoma del huésped que por si‘solo pue
de causar cambios en la estructura o nivel de expresifn de ge-
nes importantes de la c&lula hugsped. Este proceso se conoce co
mo mutégénesis por - insercifn debido a que los cambios se here-
dan como las mutaciones inducidas por medios convencionales. Ta
leé casos de mutagénesis por insexrcifn se han'documentado recien
temente. Algunos de e;los involucran la insercifn de un promotor
viral altamente activo de ARN polimerasa 1I cercano al gene ce-~
lular clave cuya hipereﬁpresién conduce al fenotipo canceroso.
Debido a que las cadenas de ARNm iniciadas sobre el promotor vi-

ral incorporan la secuencia codificadora del gene adyacente, se




sintetiza en la c&lula una cantidad mucho mayor a la normal de
la proteina del control celular. (2) Muchos virus tumorales por

tan uno © varios loci gen&ticos, los oncogenes, que son los res

. ponsables finicos y directos de la transformacifn neopldsica en

la c&lula huésped; no hay necesidad en é&ste caso de alterar un
gene de la cé&lula huésped (9,18). Cada oncogene tiene una secuen
cia de nuclé&otidos especifica, y ya gue no son necesarios para
la replicacifn viral frecuentemente son borrados. Una de las pro.
piedades mds interesantes de los oncogenes es su tumorogenici-
dad selectiva, &sto es, la especificidad de su efecto transfor-
mante el cual depende del tipo celular y probablemente de la e-
tapa de diferenciacién (18). Los oncogenes pueden perturbar el
'ﬁecénismo normal de regulacién del crecimiento impidiendo la di
ferenciaci6n normal de una cé&lula con un potencial limitado de
crecimiento. De hecho, muchas c&lulas tumorales estan menos di-
ferenciadas que sus equivalentes normales. Este es un rasgo es-
pecialmente notable de las leucemias humanas y ha conducido a
pensar que estos tumores se producen debido a gque las c&lulas
de un determinado linaje no consiguen terminar su maduracidn.
Puesto gue al parecer los precursores de los globulos sanguinass
son capaces de dividirse incesantemente, el resultado de &ste -
proceso es una poblacifn en continua expansifn, un tumor {19).
La comparacifn molecular de los retrovirus mutantes que han bo-
rrado la mayoria de sus oncogenes con retrovirus gque contienen
oncogenes intactos, llevd al aislamiento de pruebas de ADN espe

c¢ificas para oncogenes retrovirales. Con estas prucbas se descu
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bris qﬁe las c&lulas normales contenian secuencias de ADN hom&-
logas- a -los oncogenes virales. Estas secuencias de ADN hom8logas
se hdn,denominado oncogenes celuiares o proto-oncogenes. En el

genoma de las cé&lulas normales los proto-oncogenes no parecen -
eétar unidos a los homSlogos de ningun gene replicativo viral.

Algunos de los proto-oncogenes estan incompletos, es decir, es-
tan parcialmente relacionados con los oncogenes retrovirales co
rrespondientes. Estos proto-oncogenes no se encuentran cercancos
uno con otro en el genoma humano y cuando se comparan con otros
geﬁes no parecen tener ninguna propiedad peculiar en comfin. Va-
rios proto-oncogenes se han encontrado en Drosophila, lo cual -
indica un alto grado de conservaciédn durante la evolucifn y akre
la posibilidad de estudiar sus caracteristicas estructurales -

esenciales y su funcifn durante el desarrollo de este organis—

mo (18,20}.

ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN LAS CELULAS CANCEROSAS
L&s c8lulas de casi todos los tumores sb6lidos malignos huma-
nos presentan anormalidades cromosbmicas, y el grado de anorma-
vlidad tiende a ser parélelo con el estado de progresifn del tu-
mor (21). Los cromosomas en la malignidad son diferentes de los
normales, no solo en su nimero sino tambi&n en su constitucibn.
La aneuploidia puede ocurrir por error mitbtico, y &stas c&lu-
las se consideran como no viables. Un andlisis estadistico de
aneuploidias y poliploidias puede apayar el diagndstico de ma-

lignidad atin en nfimeros pequefios de cromosomas cuando se encuen
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tra una aparente aberracifn cromosbmica. En mitosis anormales -
se encuentran distintos tipos de aberraciones en el nlGmero y la
estructura de los cromosomas tales como translocaciones, rompi-
mientos, no disyunciones, endoreplicaciones, inversiones, fusio
nes anormales, delesiones, etc. (22). Las anormalidades estruc-
turales de los cromosomas no son caracteristicas de los tumores
individuales, sin embargo, cada tumor puede tener un crecimien-
to Gnico y representar la linea original predominante por selec
cibén de algfin nlmero modal. En la carcinog&nesis, la neoplasia
maligna primaria se caracteriza por muchos tipos de c&lulas tu-
morales gque tienen diferentes cariotipos. Frecuentemente los tu
mores malignos producen cromosomas anormales que son inicos, -
por ejemplo, cromosomas anillados, cromosomas eéxtraordinariamen
Vte grandes y cromosomas con varios centrémeros, los cuales son
llamados cromosomas marcadores. La distribucién del ntimero modal
de cromosomas en cénceres primarios humanos oscila entre hipodi
pioide y pseudotetraploide, sin embargo, altas ploidias celula-
res tienen mids de 92 cromosomas y se han encontrado frecuente-
mente en efusiones malignas, estas son probablemente el resulta
do de endomitosis o endoreplicaciones (23).

En ias leucemias, la presencia de anormalidades croﬁosémicas
es mis variable, dependiendo del tipo hematdlbgico y de la eta-
pa de la enfermedad. Por ejemplo, en la Leucemia Mielocitica -~ 7
Cr6nica (LMC), practicamente todos los casos muestran el cromo-
soma Filadelfia (Phi). De manera similar, la mayoria de las cé&-

;ulas del Linfoma de Burkitt (LB) contienen una translocacién
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.caracteristica 8:14. La frecuencia y tipos de anormalidades en

otras leucemias humanas son mas variables, aungque no al azar (24).
Tambi&n se ha observado que las c&lulas de neoplasias en anima-
les contienen anormalidades cromosSmicas, pero no tan frecuente
mente como en sus contrapartes‘humanas. Tampoco se ha observado
una forma particular de aberracifn en tumores animales de un ti
po ‘dado tan consistentemente como el cromosoma Phi en la LMC hu
mana (25). Aunque microscSpicamente la visibilidad de anormali-
dades cromosSmicas no son detectables en todas las c&lulas can-
cerosas, la evidencia existente justifica ampliamente la genera
lizacidn de gue el cariotipo en las c&lulas neoplésicas tiende

a ser inestable y variable. Sin embargo, en una neoplasia dada

las células muestran frecuentemente la misma anormalidad cromo-
sémica como seria consistente con su origen clonal (de una sola
precursora), particularmente en el caso de las leucemias y lin-
fomas. Con el tiempo, especialmente en tumores animales gque son
transplantados seriadamente a través de generaciones sucesivas,

los clones de mayor anormalidad progresiva tienden a aparecer y
a predominar sucesivamente (21). En otros tipos de leucemias di
ferentes a la LMC y el LB, se han observado recurrentemente ti-
pos especificos de anormalidades citogehéticas, tanto en humanos

como en animales experimentales (26).

CULTIVO DE TEJIDOS
La mayoria de c&lulas tanto vegetales como animales con las
condiciones apropiadas, sobreviviradn, se multi?licaran y exXpre-—

saran sus propiedades diferenciadas en una caja de cultivo de
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tejidos. En consecuencia, es posible determinar los efectos en
el comportamiento celular al agregar o quitar moléculas especi-
ficas tales come hormonas o factores de crecimiento y de obtener

‘poblaciones homogéneas de células para andlisis bioguimico o pa
ra estudiar las interacciones entre un tipo celular y otro. Aun
que es una gran ventaja el poder estudiar el comportamiento com
‘plejo de las c&lulas en las condiciones estrictamente definidas
de una caja de cultivo, las observaciones tarde o temprano deben
ser verificadas contra el comportamiento de las c&lulas en su -
ambiente natural in vivo. Puesto que el cultivo celular es el
Gnico m&todo que permite el estudio dei comportamiento de las
cé&lulas individuales en condiciones ambientales mis o menos con
‘troladas, no seria una exageracién el decir que los principales
logros de la biologia del cédncer durante las iltimas decadas es
tin asociados con el uso de cultivo de tejidos (27).
Uno de los primeros intentos para tratar de establecer culti
" vos se realizb en 1866 por F. D. von Recklinghausen (28} guien
mantuvo vivas células sanguineas de anfibio en recipientes est&
riles bajo diferentes condiciones durante 35 dias. Pero los pri
meros exper imentos organizados de cultivos con tejidos fueron
realizados por Wilhelm Roux en 1885 (29). El hizo la transferen
cia de la placa neural de un embri6én de pollo a una solucidn sa
lina tibia y asi pudo probar que el cierre del tubo neural es
principalmente una funcibn de las células que lo constituyen y
no, como se suponia, el efecto directo de la presi6n mecidnica

ejercida por las estructuras adyacentes. Casi al mismo tiempo -
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Arnold (1887) (30), mezclé fragmentos de pulpo en el humor acuo
80 de ranas y los implantd bajo la piel en la cavidad peritoneal
de las ranas, donde fueron invadidos por leucocitos. Despu@s re
movié los fragmentos de pulpo y los colocd en cajas gque conte-
nian»humor acuoso o0 solucibn salina y pudo estudiar las activi-
dades de las c&lulas que migraron de alli. En 1898 Ljunggren -
(31) realizb con é&xito transplantes de piel humana que habia man
tenido viva durante semanas en el fluido ascitico. En 18903,Jolly
(32) realiz6 experimentos que marcaron las primeras observacio-
nes detailadas aceica de la sobrevivencia y divisién celular in
vitré. Mantuvo leucocitos de salamandra en gotas supendidas du-
rante un mes. En 1907, el experimento de Ross Harrison (33) de-
mostrd casi inequivocamente la continuaci6n de la funcifn normal.
in vitro y offecié una té&cnica reproducible que se ha aceptado
genefalmente como el verdaderoc inicio del cultivo de tejidos. -
4Los experimentos originales en 1907 involucraron el cultivo de
péqueﬁos fragmentos de tejide o explantes, en la actualidad los
cultivos se hacen més comunmente a partir de suspensiones de c&
lulas disociadas de los tejidos. Tales cultivos de cg&lulas diso
ciadas tienen la gran ventaja de permitir al investigador puri-
ficar tipos celulares individuales,de la mezcla de tipos celula
res siémpre presentes en un tejido y asi poder eXaminharlas ais-—
ladamente. A diferencia de las bacterias, la mayoria de las cé-
lulas de los tejidos no estln adaptadas al crecimiento en sus-
pensién y requieren una superficie s6lida en la cual crecen y

se dividen. Este soporte mecinico estaba dado originalmente por
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el plasma coagulado, pero en la actualidad se reemplaza general

mente por la superficie de una caja de cultivo de tejidos de

pliastico. Sin embargo, las c&lulas varian en sus requerimientos

y algunas no crecerdn o se diferenciarin a menos gue la caja de
cultivo este cubierta con componentes de la matriz extracelular,

tal como la colagené (34). Los cultivos preparados directamente

de los tejidos de un organismo son llamados cultivos primarios.

En la mayoria de los casos las c&lulas en cultivos primarios me

den ser removidas de la caja de cultivo y utilizadas para formar

un gran nGmero de cultivos secundarios, &stos pueden ser subcul

tivados de manera repetida durante semanas o meses, en tales cul

tivos las cé&lulas pueden permanecer diploides y retener muchas
caracteristicas del explante inicial dando lugar a una linea ce
lular (35). Estas c&lulas a menudo muestran las propiedades di-

‘ferenciadas del tejido del cual se obtuvieron: los fibroblastos

continuan secretando coligena; las cé&lulas derivadas del misculo
esquel&tico embrionario se fusionar@n para formar fibras muscu-
lares gigantes, las cuales se contraen expontaneamente en ia dg
ja de cultivo; las c&lulas nerviosas extienden axones gque son

eléctricamente excitablés y realizan la sinapsis con otras c&lu
las nerviosas; y las c&lulas epiteliales forman hojas extensivas

con muchas de las propiedades de un epitelio intacto. Ya gue es

te fendmeno se presenta en cultivo, son accesibles para estudiar

las de una manera gue no es posible en los tejidos intactos - (36).
Sin embargo,

en el curso del cultivo, las propiedades de fibro-

blastos y epitelio pueden presentar alteraciones y sus caracte-—
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risticas vienen a ser diferentes de aguellas de los cultivos pri

marios aislados de tejidos normales. Las alteraciones del cul-

tivo se pueden originar espontdneamente o despu@s del tratamien
fo con carcinSgenos quimicos o con virus oncogé&nicos. La combi-
nacifn de estas alteraciones puede ser designada por un t&rmino
en comfin: evolucibn neoplisica de los cultivos. Las principales
manifestaciones de esta evolucidn incluye los siguientes cambios
celulares: 1) desarrollo de oncogenicidad; 2) cambios morfoldgi
cos; 3) desarrollo de vida ilimitada (inmortalizacibn}; 4) cam-
bios cariotipicos: 5) aglutinacifn de c&lulas. En el desarrollo
de la evolucidn neoplisica de un cultivo, una serie de transfor
maciones puede ocurrir. El cultivo normal puede dar origen a un
cultivo transformado (37). Los cultivos que han adguirido una
vida ilimitada son usualmente denominados lineas celulares. La
inmortalizacibn es unc de los sintomas de la evolucifn neopldsi
ca, por tanto no es correcto hablar de &stos como lineas celuli
res normales, ya que presentan caracteres transformados como lo
seria un cariotipo diferente (38). Ahora bien, durante las pri-
meras etapas del cultivo, las cBlulas presentan un nlimero correc
to de cromosomas, pero posteriormente se tornan aneuploides.

Muy ocasionalmente una de estas c&lulas aneuploides sobreviviri
¥ continuard su crecimiento, este es el fenbmeno que conduce a
la formacidn de una cepa celular. El patrdn cromosSmico de es-
tas cBlulas es marcadamente aneuploide y variable. Por.ejemplo,

el complemento cromosbmico de cé&lulas L1929 varia entre 56 y 241

con una moda de 66. Una cepa celular presenta caracteristicas
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especificas las cuales persisten durante el cultivo continuo,.
Muchas cepas celulares establecidas tienen la capacidad de cre-
ée; v dividirse indefinidamente en cultivo y en general esto es
ti asociado con un cariotipo aneuploide (38). Después de un pe
riodo inicial de adaptacifn a las condiciones de cultivo (fase

1) los cultives primarios de fibroblastos vy epitelio pueden en-
trar en una fase de crecimiento estable (fase 2). Esta fase es
seguida por un periodo de descenso gradual en la tasa de creci-
miento y en un deterioro progresivo del cultivo; este periodo
es designado fase 3 6 senecencia. La duracidn en cultivo varia
considerablemente, dependiende de la especie animal de la cual
se tomaron las cé&lulas; se ha reportado gque en fibroblastos de
embribtn humano es de 50 generaciones. Los fibroblastos humanos
de varios tejidos y de personas de edad diferente pueden tener
‘diversas duraciones de vida. promedio en cultivo. Por otra parte,
la formacibén de una linea celular inmortal es una alternativa a
la senecencia y muerte celular. La formacifn de una linea celu-
lar viene a ser evidente durante el periodo de crecimiento esta
ble o durante la fase de senecencia. Probablemente cada linea
es el resultado de la proliferacifn selectiva de una clona de
c&lulas alteradas. Las alteraciones del cariotipo son una carac
teristica gencral de todas las lineas celulares espontfneamente.
establecidas. Comunmente, las c&lulas de estas lineas tienen ca
riotipos heteroploides o pseudéploides Y se revelan numerosos
rearreglos cromosBmicos (39).

El medioc es el factor Gnico més importante en el cultivo de
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de c&lulas y tejidos. La funcibn de este medio es el de proveer
las condiciones fisicas de pH, presidn osmbtica y substancias -
quimicas regqueridas por el tejido para su sobrevivencia, y que

no puede sintetizar por si solo tal como aminoicidos, carbohi-

dratos y vitaminas (40). Hasta hace poco, el medioc nutritivo em
pleado para el cultivo de cglulas animales in vitro se derivaba
casi exclusivamente del organismo y consistia de plasma sangui-
neo, suero sanguineo, otros fluidos y exudados del cuerpo, y ex
tractos de tejidps y Srganos. Pero la complejidad y la‘variabi—
lidad de esos materiales hacia dificil utilizarlos en experimen
tos disefiados para determinar las sustancias nutritivas requeri
das por las c&lulas y el efecto de esas substancias en particu-
lar sobre ellas. Por esta razdn se han ﬁgého.intentos para desa
rrollar un medio compuesto totalmente de componentes definidos.
Al principio, se hicieron intentos para analizar el medio e iden
tificar los componentes esenciales. Posteriormente se vidé que

metabolitos eran esenciales o Gtiles para la sobrevivencia y de
sarrollo del organismo intacto, 'y se combinaron para elaborar un
medio con el cual se probd su habilidad para mantener a las cé&-
lulas vivas (41). En 1955 Eagle (42) identificd los requerimien
tos para el crecimiénto de varias lineas celulares de mamifero

en términos tanto cualitativos como cuantitativos y pudo propa-
gar estas lineas celulares en presencia de una mezcla definida

de amino&icidos, vitaminas, sales y carbohidratos suplemenﬁadOS

con una pequefia cantidad de suero dializado de caballo o suero

humano. Se produjeron deficiencias nutricionales especificas por
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la omisidn de aminod&cidos particulares o vitaminas y esto pudo

ser solucionado agregando los componentes faltantes. Se definie

ron 27 factores como esenciales para el crecimiento y formaron

las bases del medio conocido como "Medio Basal de Eagle". Encon
tré que 13 aminoidcidos eran esenciales, los seis amino&cidos
restantes no esenciales eran sintetizados a partir de otras fuen
tes de carb&n. La omisién de cualguiera de las 7 vitaminas llevd
a sintomas de deficiencia, con &sto Eagle utilizando las té&cni-
cas de cultivo ppdo demostrar los regquerimientos nutricionales
de c&lulas de rat6n y humanas. Este medio basal requeria un re-—
emplézo frecuente para gue las c@lulas continuaran creciendo y
poco despu@s fue reemplazado por el "Medio Minimo Esencial" de
_Eagle en el cual las concentracioneg de los distintos componen-—
tes se incrementaron para permitir a las c®&lulas continuar cre-
ciendo en cultivo durante varios dias entre los distintos cam-

bios de medio (42).

QU IMIOSEN SIBILIDAﬁ

El concepto de tratamiento del céncer con drogas se remonta
a hace al menocs 500 afios cuando se usabah preparacionés de pla-
ta, zinc y mercurio, pero la utilidad de las drogas en el trata
-miento sist&mico del céncer se reporta en 1865 cuando Lissauer
 (44) aid afsenito de potasio (solucisn de Fowler) a un paciente
con leucemia y noto un efecto positivo. Sin embargo, la éuimio—
terapia sisﬁémica exitosa del cdncer no se desarrollS sino casi
80 afios despuBs. Es irBnico gue la primera droga efectiva anti-

cancer aparecid® en el contexto de la guerra y no de la medicina
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Esta droga fue la mostaza nitrogenada, cuyo precursor, mostaza
sulfurada (H-gas), se habia utilizado en el campo de batalla en
1917 (45). En 1931, se aplicé mostaza sulfurada a un carcinoma
escamoso y también se inyectd directamente en tumores en huma-
nos, pero &sto fue considerado muy tdéxico para uso sisté@mico.
En 1942 se realizd el primer ensayo c¢clinico de mostaza nitroge-
nada ‘en un paciente con linfosarcoma. Ya que era tiempo de gue-
rra y toda la informacidn obtenida sobre este compuesto estaba
clasificada, su.utilidad en el tratamiento del cincer no se co-
noci® sino hasta 1946, cuando Gilman y Phillips (46) publicaron
una revisidn. Esta revisifn marca el comienzo de la moderna qui
mioterapia del cAncer. Posteriormente Farber obtuvo las prime—
ras remisiones en nifios con leucemia aguda con amenopterina en
1948 y demostrd el valor clinico de la actinomicina D, generan-
do asi gran interés en 1aé sustancias producidas por microorga-
nismos (47). AGn estén apareciendo nuevas drogas, pero la mayo-
ria de ellas descienden de compuestos originales'desarrolladas
hace 20 afios 0 m&s. Las drogas antitumorales se utilizaron en
un periodo relativamente rdpido entre 1955 y 1970, desde ese mo
mento la aceptacién de nuevas drogas anticancerosas ha disminui
do un poco, pero se ha probado un vasto nlimero de nuevos compo-
nentes con la esperanza dg encontrar drogas que sean selectiva-
mente téxicas a las c&lulas cancerosas.

'Para entender por qué ciertas c&lulas en un tumor son suscep
‘tibles a las drogas y como actidan las diferentes drogas, se de-

ben considerar las fases del ciclo celular. El ciclo celular se
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divide en varias fases diferentes. La fase G; (gap) en donde -

ocurre la sintesis de ARN y de proteinas, durante esta fase no

ocurre la sintesis de ADN para la replicacidn. La fase S en la
. cual ocurre la sintesis de ADN, el tiempo que pasan las células
normales y las malignas en esta fase generalmente es diferente.
Después la fase Gy, agui continua la sintesis de ARN y de pro-
teinés. Las etapas finales de la replicacibn y segregacidn de
cromosomas ocurren durante la fase D (divisi6n) cuando se da la
mitosis o meiBs%s. En todos los tejidos adultos diferenciados -
normales y en la mayoria de los tumores hay una poblacifn de ég,
lulas

viables que no estan proliferando, se dice que estas ce-

lulas est&n en una fase de descanso referida como Go (48,49) .

Esquema del ciclo celular
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Una consideracibn importante es que hay, en todos los tejidos
n&rmales Yy en ios tumores cierto nfimero de c&lulas viables gue
pueden proliferar, pero que no van a duplicar su contenido de
ADN ni a dividirse durante dias, meses o guiza afiocs bajo cir-
cunstancias normales. Estas son las células que con méyor proba
bilidad sobreviven a la quimioterapia, también son las cé&lulas
que van a repoblar los tejidos normales (e.g. m&dula Ssea) y -
que regeneran el tumor despues del tratamiento. Por tanto, un.
objetiv6 de la quimioterapia es el de ser selectivamente t&xico
para las c&lulas del tumor gue estén en descanso (asi‘como para
las cé&lulas en proliferacifn del tumox) y que le permita a las
células normaies en descanso sobrevivir (50). La efectividad -
clinica de cualguier droga anticancer requiere gque mate a las
c&lulas tumorales malignas in vivo a dosis que permitan que su
ficientes c&lulas en los tejidos criticos del paciente (como -
mé&dula 6sea y tracto gastrointestinal) sobrevivan de manera i~
gue pueda ocurrir una recuperacibn. Se sabe gue los tejidos . -
gue tienen una alta proporcibn de c&lulas en divisién son més
~susceptibles a los efectos citotbxicos de las drogas anticancer
que los tejidos con una proporcifén baja de tales c&lulas. La -
propercidn de las c&lulas en divisiSn en un tumor o en un teji-
do normal se llama fraccién de crecimiento, o sea, la fraccibn
de la poblacibn celular total viable gue se encuentra en el ci-
clo activo de divisi6ébn (51). La poblacién celular viable del tu
mor esti formada por c&lulas en divisi6n mis las cBlulas que es

t8n en descanso que tienen el potencial da dividirse con la es-
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timulacifn apropiada. Sun embargo, es muy dificil distinguir en
tre una cé&lula gue no esta en divisi6n pero que tiene el poten-
cial para dividirse y.una c&lula diferenciada gque no esta en di
visiSn en un tumor o en el tejido normal in vivo. Ya gque es la
c&lula en divisidn la que es mds sensible a la mayoria de las
droQas anticancerosas, entonces los tejidos normales y los tumo
res con fracciones de crecimiento altas son mds susceptibles a
los efectos t&Sxicos de esas drogas y puesto que el tiempo de do
blaje de una neoplasia maligna es inversamente proporciocnal a -
la fraccidn de crecimiento, entonces los tumores con tiempos de
doblajé de masa pequefios son mi8s accesibles al tratamiento con
drogas (50,52). Como el tiempo de doblaje de la masa depende del
nfimero: de cBlulas en divisi6n mi3s que del ntmero total de cé&lu-
;as en un tumor, el tiempo de doblaje de la masa y el tiempo del
'§iclb celular no son iguales a méncs gque la fraccifn de creci-
miento se aproxime al 100% y la perdida celular sea minima. Una
fracci6n de crecimiento como &sta se puede encontrar en ciertos -
tumores que crecen en cultivo, pero rara veé sucede in vivo (51).
El tamafio del tumor es un factor limitante para la quimiotérapia
en los canceres, un gran porcentaje de las c&lulas en un tumor
pueden no estar en una etapa no proliferativa durante el trata-
miento v pueden sobrevivir para reestablecer la masa tumoral.
Es Ciaro que mientras mAs cé&lulas haya para matar, la terapia -
debe ser mé&s prolongada, pero la droga debe erradicar las c&-
lulas tumorales sin un dafio irreparable para el hu&sped. la ac-

cidn de las drogas sobre las c&lulas tumorales parece seguir 1la
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"‘cin&tica de primer orden, asumiendo que la fraccién de creci-
miento y el tiempo del ciclo celular permanecen constantes. Es-
to significa que un regimen de una droga dada éliminard una pro
porcibén constante de cé&lulas neplidsicas mas gue un nfimero cons-
tante de c&lulas. Esto quiere decir que se utilizarf la misma
céntidad de drogas para reducir ellnﬁmero celular del tumor de

106 células a 103 células {(una reduccibn de menos de 1 mg de te

% a 10°

jido) gue para reducir el ntimero de 10 c&lulas (una re-
duccién de 1 g de tejido) .(53). Los tumores son generalmente po
blaciones heterogeneas de cé&lulas, algunas c&lulas estéin proli-
fergndo, algunas pueden proliferar pero estdn en letargo, y -~
otras est&n muriendo. Dentro de las dos Primeras categorias, al
kgunés cglulas proliferan durante una o varias generaciones pero
eventualmente se detendran y otras puedén producir upa linea -
ilimitada de descendientes (c&lulas "clonogé&nicas"). Para que -
cuéléuier terapia tumoral sea completamente efectiva, se debe
matar a las c2lulas clonog&nicas, de hecho el principal obst&cu
lo para curar la enfermedad neoplisica avanzada es la persistég
cia de cé&lulas clonog&nicas (54).

Algunas drogas anticancerosas son mids efectivas contra las
c&lulas en una fase del ciclo celular. Sin embargo, genefalmen—
te es cierto gque afin para aquellas drogas que no tienen una ci-
totoxicidad especifica estricta para una fase del ciclo celular
las drogas anticancerosas son mis efectivas contra las cé&lulas
en proliferacifn gue frente a las c&lulas que no estafi prolife

rando. Los agentes citotdxicos se han clasificado de acuerdo a
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su. efectoc en el ciclo celular, las drogas gue afectan a las cé&-
lulas a lo largo del ciclo se consideran ciclo dependientes y‘
si su efecto estd limitado a una fase particulaf del ciclo se -
‘clasifican como agentes fase dependientes (55).

Mecanismo de accifn de las drogas antineoplésicas utilizadas

‘en este ensayo.

Bleomicina. Es un grupo de 13 glicopé&ptidos antitumoraleé
que se une al ADN llevando al rompimiento de enlaces simples y
aobles._La sintesis de ADN es dahada y en menor grado son inhi-
bidas la sintesis de ARN y proteinas.

‘Cisplatino. Tiene similitud con agentes alquilantes y me-
tales pesados. Inhibe la siptesis de ADN por formacién de enla-
ces cruzados intracadenas y extracadenas de ADN y desnaturaliza
la doble helice. No es fase especifico del ciclo éelulér.

Metotrexate. Es un antimetabolito que inhibe la convéési&n
de dcido f&lico en &dcido tetrahidrofélico por unién a la enzi-
ma dehidrofolato reductasa. Esto inhibe la sintesis de timidi-
na.. y purinas, las cuales son esenciales para la sintesis de ADN
Es fése especifico del ciclo celular y actua en la fase S.

Adriamicina. ﬁs un antibiético antitumoral que se interca-
la entre los‘pares de bases de ADN e inhibe la sintesis de ARN
v ADN;

5- Fluorouracilo. Es un antimetabolito pirimidico que blo-
quea la reaccidn de metilacibn del &cido dioxiuridilico inter-—
firiendo con la sintesis de ADN. Tambi&n se incorpora Al ARN e

interfiere con su funcidn.
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Pruebas de quimiosensibilidad in vitro.
El desarrollo significativo de la guimioterapia del cincer -
‘durante la Gltima d@&cada ha permitido el desarrollo de nuevas -~
drogas y combinaciones de drogas con un &xito cliniceo considera
ble. Actualmente, la seleccidn de agentes quimioterapefiticos pa
ra pacientes individuales se hace empiricamente con base a res-—
puestas previas de otros pacientes con el mismo tipo de cd@ncer.
Sin embargo, debido a gue los tumores del mismo origen y tipo
histolBgico pueden responder de manera diferente a flrmacos an-
ticancerosos, se necesita realizar pruebas accesibles y confia-
bles capaces de evaluar la sensibilidad del tumor de hn pacien-
te en forma individual a drogas especificas. Es por &sto gue el
_interés en el uso de las pruebas predictivas in vitro para la
determinacién de la gquimiosensibilidad de tumores ha aumentado
'én»aﬁos recientes (57, 58).
Muchos investigadores han intentado establecer sistémas in
vitro para el anilisis de la poblacifn celular tumoral y,

en par
" ticular, la respuesta de células tumorales de pacientes indivi-—
duales a la gran variedad de agentes quimioterapefiticos disponi
bles (59,60,61,62). Este mé&todo debe distinguir entre la préli—
feracidn de cé&lulas normales y tumorales y los resultados se ne
“cesitan obtener lo suficientemente rdpido para permitir a los
clinicos decidir el tratamiento reguerido. Dicho ensayo no to-
mara en cuenta las diferencias en la conversidn del paciente ni
la eficiencia de destoxificacién para la droga, la acumulacidn

especifica en el tejido, ni los efectos inmunosupresores, pero
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esta prueba in vitro debe al menos dar un indicio inicial de la
efectividad relativa contra una poblacibn celular tumoral huma-
na especifica (63,64).

Los primeros mé@todos de cultivo de tejidos que se utilizaron
para investigar el efecto de las drogas en las c&lulas normales
y neoplésicas se realizaron en medios liguidos, principalmente
con lineas ya establecidas tales como las Hela y la Cepa L (65,
66). Sin embargo, debido a gue el establecimiento de una linea
celular requiere,de periodos largos de adaptacidn, se ha encon-—
trado qgue las células cultivadas han perdido algunas de sus ca-
racteristicas originales (67,68), restando de esta forma confia
bilidad a &ste tipo de predicciones in vitro. Los métodos in -
vitro para probar la gquimiosensibilidad de tumores humanos se
desarrollé\ron principalmente para ayudar a los clinicos a sele_c_"
cionar las drogas mis itiles para pacientes individuales. Los
métodos mids ampliamente usados involucran clonacidén en medios -
semi-sdlidos (69).  Hamburger y Salmon (70) desarrollaron un mg
todo simple, el "ensayo clonogénico™ que permite la formacibn
de colonias de células madre de tumores humanos en agar suave.
Sirve para determinar ré&pidamente el potencial clonogénico y la
sénsibilidad a las drogas citotbxicas de tumores individuales -
in vitro. Con base a este trabajo se han descrito varios ensa-
yos de gquimiosensibilidad. Von Hoff et al (71) lo utilizd para
monitorear el efecto de los agentes antitumorales sobre la habi

‘.1‘idad de clonacifn de las c&lulas tumorales; Shoemaker (72) vy

Salmon (73) para buscar agentes antitumorales; Trent et al (74)
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para an8lisis citogenético; Moon et al (75) para probar la sen-
sibilidad a las drogas de varios tumores humanos; Fan (76) y -
Cowan (77) para estudiar los efectos del oxigeno, vitaminas y
hormonas en el desarrollo de las c&lulas tumorales. Sin embargo,
a pesar del gran entusiasmo generado por la introduccifn del en
sayo clonogénico, este m&todo alin tiene grandes limitaciones co
mo son la dificultad y posible alteracifn de la sensibilidad a
las drogas en el proceso de disgregacidn de los tumores; la he-
terogeneidad citocingtica de las c&lulas tumorales, la baja efi
ciencia de clonacidn y lo artificial de la exposicifn a las dro
gas in vitro (78,79,80,81). Tambi&n hay otros ensayos que eva-
lfian los cambios bioquimicos o morfolSgicos cuantitatiVOS que
ocurren en las c&lulas después de la exposicibn a agentes cito-
t6xicos y otros gue utilizan la incorporacifén relativa de pre-
cursores metabflicos radiomarcados para medir los cambios en el
metabolismo, celular éespués de la exposicidn a la droga (82).
Estos mé&todos in vitro se pueden clasificar de una manera simple
- en: ensayos que utilizan cultivos a corto plazo de suspensiones
celulares (83,84), ensayos gque utilizan monocapas celulares -
(85,86) y ensayos que evalfian la sobrevivencia de las c&lulas
clonogénicas (87,88).
. Los mayéres preoblemas de la eficacia de los sistemas in vitro
para determinar la respuesta del tumor a las drogas quimotera-
peliticas, han sido: la baja eficiencia de proliferacidn observa
da para muchas c&lulas tumorales, la creacidn de un ﬁe&io reg-

trictivo que d& a las cé&lulas del tumor una ventaja selectiva
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sébre las c&lulas normales y la contaminacifn de los cultivos
con cglulas no tumorales (70,89). Dado gue la mayoria de los tu
mores consisten de una poblacibn heterogenea de célula;s madre
del tumor (las cuales poseen una habilidad proliferativa exten-
siva o afin indefinida). y otras que muestran poca o ninguna ac-
tividad proliferativa, probablemente representando estados mAs
diferenciados o poblaciones gen&ticamente esté&riles. Por tanto,
un tratamiento exitoso se debe basar en la eliminacidn de las -
células con habilidad reproductiva, las cuales representan solo
una fraccién de la poblacién celulax tumoral. Entonces idealmen
te, un sistema in vitro para la respuesta de las c&lulas tumora
les a varias drogas, debe ser un sistema en el gue la respuesta
de las c&lulas con mayor habilidad proliferativa sea medida se-
lectivamente (90, 91). Desafortunadamente, a la fecha no se ha -
logrado establecer un métcdo Sptimo para la evaluacibn de la.gui

miosensibilidad de drogas efectivas para pacientes. individuales.

El objetivo de este trabajo es contribuir al establecimiento
de una té&cnica in vitro que' pueda predecir de manera efectiva

el efecto de drogas anticancerosas en pacientes individuales.



METODOLOGIA

Condiciones de cultivo

Se utilizd como medio de cultivo el Medio Minimo Esencial de
BEagle (ME) (Microlab, México) (Apéndice I) (42) suplementado con
20% de sSuero Fetal de Bovino (SFB) (Microlab, Mé&xico) previamen
te desactivado a 56 °C en bano de agua durante 30 min. Al ME se
le adicionaron 100 U/ml de penicilina G (Sigma Chem Co, USA), -
100 pg/ml de estreptomicina (Sigma Chem Co, USA) como medida pre
ventiva para una posible contaminacidén bacteriana, y 3.7 g/l de
bicarbonato de sodio (J.T. Baker, M&xico) para mantener un pH -
fisjolbgico en los cultivos mediante el CO, de la atmbsfera. Pa
ra brindar condiciones Sptimas al cultivo se utilizd una incuba
dora con temperatura constante a 27 °C, con humé&dad a saturaciﬁh

y una atmSsfera de 10% de CO, en aire (40).

Obtencifn y sembrado de la biopsia

Las biopsias de neoplasias malignas se obtuvieron durante la
.cirugia a los pacientes. Las muestras fueron tomadas dentro del
quirdfano y depositadas en tubos de plistico que contenian 15 ml
de medio de cultivo con 10% de SFB. La biopsia de epitelijio nor-
mal se obtuvo cuando se practic6é una cirugia de encia. Estas ée
transportaron €n una hielera al Laboratorio de Diferenciacifn -
Celular y Ca@ncer de la ENEP Zaragoza, UNAM para ser sembradas
siempre dentro de las doce horas después de su cbtencifn.

Una vez en el laboratorio, la biopsia fue colocada en una ca

ja de Petri para diseccionarle &reas de degeneracifn.y necrosis
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lavandose por immersifn en Solucifn Salina Amortiguadora de Fos
fatos (SAr) (Ap&ndice II). Despu@s de @sto, se secciond el teji
do en pequefias porciones de aproximadamente 1 mm3 utilizando ti
jeras de punta fina y colocando 12 porciones de tejido en cada
una de las cajas de cultivo de 60 % 15 mm (Lux Scientific Co, -~
Usa), dejidndose secar al aire durante 15 min con el f£in de gque
el tejido se adhiriera al sustrato ¢€e cultivo y agregando des-—
pu&s 5 ml de medio de cultivo en forma cuidadosa para evitar el
desprendimiento de los trozos (92). Cada tercer dia se revisa-
ron las cajas de cultivo al microscopic invertido para observar
la superficie que ocupaban las c&lulas, limpiarlas y ver si no
se habia desarrollado una contaminacifn. Cuando las c&lulas ocu
paban las tres cuartas partes de la superficie de la caja de cul
tivo se procedid al subcultivo de las mismas.
Para proceder al sgubcultivo, se desechd el medio de cultivo

en gque se encontraban las c&lulas y se agregaron 2 ml de Verse-

no (Apéndice III) lavando suavemente, con el f£in de quitar dese
chos celulares, residuos de proteinas y cargas divalentes. Se
elimind el verseno y se adicionaron 3 ml de solucitn de tripsi-
na al 0.025% (Ap&ndice 1IV) incubandose a 37 °C durante 5 min. -
Después de la incubacifn, se pipeteo ligeramente y se centrifu-
gg la solucién conteniendo. las c&lulas a 500 g durante 5 min.
Posteriormente se desechd el sobrenadante y el botén celular se
resuspendio en 1 & 2 ml de medio de cultivo (dependiendo del ta
mafioc del botdén), se repartieron alicuotas en las cajas de culti

vo, agregando la cantidad de medic de cultivo necesario para te
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.ner 5 ml en la caja, procediendose a incubarlas (93). Posterior
mente,; cada vez que la superficie de cultivo se saturaba, las -

cBlulas eran nuevamente subcultivadas.

Prueba de quimicsensibilidad

La prueba de quimiosensibilidad se realiz6 cultivando lés cé
lulasbtanto tumorales como normales en presencia de diversos -
agentes antineoplisicos: Adriamicina (Adriablastina, Farmitalia

Carlo Erba, México), BRleomicina (Blanoxan, Bristol Labs, USAd),

Cisplatino (Platinol, Bristol Labs, USA), 5-Fluorouracilo (5-FU,
Roche, Mé&xico), Metotrexate (Lederle Labs, USA), empleando con~
centraciones de 0.003, 0.03, 0.3, 0.1, 1.0 y 10.0 jg/ml. Bstos
agentes se diluyerop en ME siendo esterilizados por medio de fil
“tros milipore de 0.22 Ji. Como control se sembraron c&€lulas alas
gue 'no se les agregd ningun agente. Todos los experimentos se;—k
real;zaron por duplicado y un minimo de dos veces. BEn los expe-—
rimentos con carcinomas se utilizaron cé&lulas de la sequnda re—
siembra y en el caso de epitelio normal se utilizaron células -
de las resiembras 2, 10, 15 y 20. Se sembraron las c&lulas a una
densidad aproximada de 3 x 104 células en cada caja de cultivo.
A las 24 hrs se procedid a evaluar el nlmero total de céiulas
viables utilizando solamente 2 cajas y se agregaron los agentes
antineoplasicos a las cajas restantes incub&ndose durante'7 dias.
Al 7°dia se evalud todo el experimento, realizando tripsiniza-~

cién de todas las cajas, centrifugando a 500 g durante 5 min y

resuspendiendo en 1 ml de SAF. El nGmero finél de cé&lulas pox
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cada caja fue evaluado utilizando una C&mara de Neubauer. Con -
los valores obtenidos se procedid a calcular la inhibicifén a la

lproliferacién celular.

Nimero cromosSmico
Cultivos celulares proliferando en fase exponencial fueron -
incubados de. 2 a 12 hrs en presencia de colchicina (Sigma Chem
.Cé, USA), a una concentraci6n de 1.0 pg/ml en el medio. Poste-
riormenﬁe, las cBlulas fueron tripsinizadas, centrifugadas du-
rante 5 min a 500 g (las condiciones de centrifugacifn fueron
las mismas en toda la t&cnica), y resuspendidas en 5ml de medio
hipotdnico compuesto por una parte de medio de cultivo y dos par
tes de agua bidestilada. Después de 12 min de este tratamiento,
las c&lulas se centrifugaron y al botdn obtenido se le adiciona
" ron cuidaaosamente, 2 ml de una solucidn fijadora compuesta por
3 ﬁarteé de metanol puro y una parte de &cido ac&tico glacial,
en el cual se mantuvieron durante 10 min. Al cabo de este tiem-
po, se desechd el fijador y las c&lulas fueron lavadas 2 veces
~con fijaaor fresco, siendo finalmente resuspendidas en 0.5 ml de
&ste (94,95). En portaobjetos previamente almacenados en alcohol
etilico al 70% se goted desde 1 m de altura la solucibn conte-—
niendo las c¢&lulas y se secaron rapidamente a la flama. Las pre
paraciones asi obtenidas, fueron tefiidas durante 10 min con -
Giemsa (Sigma de M&xico, M&x.) al 10% en agua bidestilada y ob-
iservadas al microscopio con el objetivo de 100X de inmersién -

buscédndose preferentemente mitosis dispersas que no tuvieran so
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breposicidn de los brazos de los cromosomas. Se contaron de 30
a 50 mitosis, para registrar el nmero cromosdSmico (96) en cada
experimento, no se consideraron mitosis con nimero cromosSmico

menor de 40.




RESULTADOS

Se realizaron cultivos celulares in vitro en medio liquido a
partir de diferentes biopsias prodecentes de pacientes con diver
sos tumores asi como de epitelio de encia proveniente de un pa-
ciente sano, en presencia de distintos agentes antineoplidsicos,
asi como la determinacién del nfimero cromosémico de c&lulas de
un carcinoma. Se sembraron las biopsias y mediante subcultivo
fueron llevadas a la segunda resiembra con el fin de tener la -
cantidad suficiente de c&lulas para sembrar un nGmero determina
do en cada caja de cultivo. En todos los experimentos realiza-—

4 c&lulas. Se efectuaron

dos se sembraron aproximadamente 3 x 10
pruebas de quimiosensibilidad en c&lulas epiteliales normales -
de la resiembra dos para encontrar las concentraciones en las -
cuales la potenéia de los fArmacos in vitro es equivalente a las
d6sis utilizadas con los pacientes (eguidosis). Asi mismo sé -

- cultivaron cuatro biopsias de diferentes tumores y en la segun;,
da resiembra se evalfio el efecto inhibidqr de los firmacos. Se
utilizaron los agentes m&s comunmente usados en el tratamiento
de dichas neoplasias. Para tener un valor promedio de velocidad
‘de proliferacién del tejido sano y de las cBlulas tumorales, se
obtuvieron de 4 a 9 valores a partir de los cuales se calculo

la Tasé de Proliferacidén Celular (TPC). La TPC m&s alta fue de

89 hrs para el carcinoma espinocelular y la m&s pequefia fue de

45 hrs para el carcinoma de pulmén.
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Inhibicidn a la proliferacién de c&lulas epiteliales norma-

les causada por diferentes agentes antineoplisicos

Para poder evaluar el efecto inhibidor gue tienen los diferen
' tes agentes antiﬁeoplésicos sobre la proliferaci6n de lés célu-
las epiteliales normales,.se sembraron c&lulas de la segunda re
siembra en presencia de Cisplatino, Metotrexate y Bleomicina a
las concentraciones de 0.1, 1.0 y 16.0 pg/ml y se mantuvieron -
~en cultivo durante 7 dias. Estas concentraciones han sido utili
zadas eﬂ experimentos anteriores, siendo determinadas. en base a
una equivalencia a las dosis aplicadas a los pacientes.
Al gtilizar estas concentraciones se observd que Cisplatino ca-
si no tuvo efecto inhibidor (4%, 7%, 25%), en cambio Bleomicina
fue el que causé mayor inhibicién alin con la concentracifn mis
pequefia (53%, 80%, 91%), el efecto de Metotrexate fue similar -
al de. Bleomicina en las concentraciones de 1.0 y 10.0 ug/ml ;‘
(84% y 89%) (rig. 1) Para encontrar la equidosis de los farma
cos se reélizaron ensayos variando lasvconcentraciénes hasta en
contrar uﬁ punto en el cual la actividad de los farmacos fuera
la misma en el epitélio sano. Se encontré que las concentra-
ci;nes egquivalentes son de 0.3, 0.03, y 0.003 pg/ml para Cispla
tino, Metotrexate y Bleomicina respectivamente. Con estas con-—
) centraclones se obtuvo un efecto inhibidor semejante de 19%, -

20% y 21% para Cisplatino, Metotrexate .y Bleomiecina (Fig. 2).
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Inhibici6n a la proliferacidn de c&lulas epiteliales norma-
les causada por diferentes agentes antineoplisicos en dis-

tintas resiembras

Con el propdsito de observar la diferencia en sensibilidad -
que presentan las c&lulas a través de los distintos pasajes, se
realizarcn ensaycs de quimiosensibilidad en las resiembras 2, -
10, 15 y 20 de células epiteliales normales utilizando Cisplati
no (0.1, 1.0 y 10.0 jag/ml), Metotrexate (0.03, 0.3.y 3.0 pg/ml)
y Bleomicina (0.003, 0.03 y 0.3 ug/ml). En general, la inhibi-
cifn a la proliferacién de las cé&lulas causada por los firmacos
fue variable en las distintas resiembras ya gue la actividad -
que tuvieron los agentes en la resiembra 2 (R2) no se conserva
a través de los diferentes pasajes. Esto es mis evidente a las
concéntraciones d& 0.1, 0.03 'y 0.003 pg/ml (Fig.. 3).

En-la R2 la actividad de los farmacos a las concentraciones
" m&s bajas fue la misma, &sto es, el efecto inhibitorio que tie-
nen sobrerlas células es casi igual, mientras éue al aumentar
10 veces las concentraciones hubo una inhibicién muy distinta -
éntfe,los firmacos con 23% para Cisplatino, 45% para Metotrexa-
te y 59% para Bleomicina. Lo mismo sucede al aumentar nuevémen—
te las concentraciones en donde Bleomicina és el que causa una.
.mayor inhibiciéﬁ 76%, mientras que Metotrexate de 68% y Cispla-
tino de 43% gue fue el gue menor efecto inhibitorio tuvo en las
tres concentracicnes usadas (Fig. 3).

En la R10 la inhibicifn causada por los tres agentes a las

concentraciones mas bajas ya no fue igual entre si, ya que Bleo
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micina causs mayor inhibicifn 45%, Metotrexate no presenté una
inhibicién muy diferente a la de la R2 con 25% de inhibicién al
igual gue la causada por Cisplatino que fue casi la misma. Al
aumentar la concentracidn, la inhibicifn causada por Cisplatino
y por Bleomicina fue muy similar a la causada en la R2, no sien
do asi para Metotrexate que presentd una inhibicidn muy alta de
82%; Con las concentraciones mayores la inhibici&n causada por
“Bleomicina fue la misma qgue en la R2, en cambio Cisplatino y Me
totrexate causarpn mayor inhibicidén (Fig. 4).

En general, cuando se utilizaron c&lulas de la R15, nuevamen
te los agentes causaron una inhibicidn distinta a la observada
en R2 y afin distinta de la R10. Es interesante notar que las c@& -
lulas de R15 fueron mds sensibles a Bleomicina en sus tres con-
centraciones que las c&lulas de R2 y R10 (Fig. 5). 7

Al estar expuestas las cé&lulas de la R20 a las concentracio-
nes mds bajas de los farmacos, la inhibicifn gue causaron fue -
muy distinta en comparacifn con la R2. De nuevo Bleomicina‘cau—
’sé una mayor inhibicifn de 50% semejante a la causada por Meto-

.~trexate de 44% gque fue muy diferente a la de las resiembras an-
: ﬁeriores, Cisplatino no presents una inhibicidn muy grande,. 25%,
disminuyendo poco con tespecto a R2, Rl0 y RL5 (Fig. 6). Es in-
 teresante hacer notar que la TPC de las células epiteliales dis
minuyd a través de las resiembras, &sto es, que la divisi6n ce-
lular fue cada vez mids rdpida, siendo de 65 hrs para la R2, 50

hrs para la R10, 48 hrs para la R15 y de 46 hrs para la R20. -

En general se puede observar que conforme las células permane-
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cieron mds tiempo en cultivo fueron mé&s sensibles al efecto de

las drogas (Figs. 3,4,5,6).

Inhibicifén a la proliferaci6én de c&lulas tumorales por

Cisplatino, Metotrexate y Bleomicina

Con el £in de evaluar la inhibicidn causada por las distin-
tas drogas antineoplisicas sobre la proliferacidn de cé&lulas pro
venientes de tumores, se obtuvieron éélulas de la segunda resiem
bra y se cultivaron durante 7 dias en presencia de Cisplatino,
Metotrexate y Bleomicina a las concentraciones de 0.3, 0.03 y -
0.003 Pg/ml' Las c€&lulas se obtuvieron a partir de explantes -
provenientes de biopsias de carcinomas espinocelular, basocelu-
lar y de pulmbn. v
En general, hubo variabilidad en la sénsibilidad de las célu;
las hacia los farmacos, &sto es, que hubo una selectividad en -~
la inhibicifn tanto en un mismo carcinoma como entre los demas.
Se puede obsérvar que el agente m&s efectivo no fue el mismo pa
ra los tres casos, ya que la curva de inhibicifn fue diferente
entre los distintos carcinomas (Fig. 7). En el carcinoma espi-
nocelular, el Metotrexate fue el inhibidor menos efectivd con ‘-
30% de inhibicifn mientras que Bleomicina fue el mis efectivo -
con 55%-de inhibici6n. En &ste caso las c&lulas tuvieron uﬁa -
TPC de 89 hrs por lo que se consideraron de proliferacifn lenta.
Es interesante hacer notar que Cisplatino causf una alta inhibi
cibén de 43% a diferencia de los demds casos en gue fue siempre

el menos efectivo. La curva de inhibicifn gue se presentd en el
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carcinoma baéocelular (TPC de 67 hrs) fue muy distinta a la del
carcinoma espinocelular. En este caso el inhibidor mis efectivo
fue Metotrexate.con 35% de inhibicién a diferencia del caso an-
terior en que fue el menos efectivo. Bleomicina present6 una me
‘nor inhibici6n del 24% siendo distinta en relacidn a la presen-
tada en el carcinoma espinocelular. La inhibicidn que presenta-
ron los férmacos.en el carcinoma de pulmdn, gue fue de prolife-
racidn ripida con una TPC de 45 hrs, fue muy semejante a la pre
sentada en el carcinoma basocelular siendo la inhibicifn causa-
dé por Metotrexate de 38% y de 30% para Bleomicina. La inhibi- .
cibfn que causS Cisplatino en el carcinoma basocelular y el car-
cinoma de pulmbén fue muy similar entre sf y muy similar a la -
causada a las c&lulas epiteliales normales en R2 y R10. Debido
a que son pocos los casos, no se puede decir que 'haya una aso-
ciacifn entre la TPC y el efecto inhibidor de los tres férhaCOS,
peroc es imﬁortante sefialar gue Metotrexate fue el mas efectivo
en el carcinoma de pulmén con TPC de 45 hrs y gque se considerd
como de proliferacién‘répida v el menos efectivo en el carcino-
ma espinocelular con TPC de 89 hrs y que se considerf como de -
proliferacibn lenta, y éue por el contrario Bleomicina fue el
mis efectivo en el carcinoma de proliferacidn lenta.

Tambi&n se evalud el efecto inhibidor de Cisplatino, Adriami
cina y 5-Fluorouracilo (5-FU) en c&lulas de la R2 provenientes
de un.carcinoma de mama. Se utilizaron estos f&rmacos debido a
que son los mds usados en el tratamiento de esta neoplasia. En

‘este caso ée usaron las concentraciones de 0.1, 1.0 y 10.0 Pg/hl
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debido a que no se han realizado las evaluaciones del efecto in
hibitorio gue tienen estoé firmacos sobre el epitelio normal. -
En este carcinoma el farmaco gue tuvo mayor poder -inhibidor fue
Adriamicina a las tres concentraciones usadas {(Fig. 8). ‘Con la
concentracifn de 0.1 pg/ml Adriamicina causé una inhibicidn de

28% mientras que Cisplaﬁino Yy 5-FU de l4%. Unicamente a la con-
’centrac;ib.n de 1.0 Hg/ml el efecto que tuvieron los tres firma-

cos fue muy similar. Cisplatino y 5—FU tuvieron un comportamien
to muy semejante en las dos primeras conaentraciones y difirie-—
ron Gnicamente en la concentracifén de 10 pg/ml resultando mas -
efectivo Cisplatino. Es interesante notar gue en el caso de Cis
platino y 5-FU el porc.entaje de inhibicién aumentS proporcional
mente al aumentar la concentracidén de los férmacos. Esto no ocu
rrié con Adriamicina ya gque con la concentracibn ‘de‘ 0.1 pg/ml -
’ prod’.'ujo 28% de inhibicién mientras que con 1.0 }ag/mi solo hubo

5% mds de inhibici6n y a 10.0 pg/ml la inhibicifn fue de 56%.

Determinacién del nfimero cromosbmico

Se realizb6 la determinaciSn del nfimero cromosfmico en el 'car
’cﬁnmai‘basoce;ular en la resiembra 2 con el propbsito de corrobo
rér la malignidad de las c&lulas obtenidas in vitro, y en el -
'epitelio normal en la resiembra 20 para obsérvar si se present_a_'
ban anormalidades cromosSmicas en las células mantenidas duran-—
te largo tiempo en cultivo. Las c&lulas fueron tratadas con col
chicina en un lapso de tiempo que dependif de su velocidad de -

proliferacibn celular.
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~ Las células de carciﬂoma basocelular en la R2 fueron expues-—
tas durante 2 vy B horas al tratamiento con colchicina y presen-
taron una variacifn en el nmero cromosbmico de 40 a 80, con un
ntmero modal de 46 (Tabla I).

Las c&lulas de epitelio normal en la R20, expuestas durante
2 y 4 horas al tratamiento con colchicina, presentaron una varia
cifn en el nimero cromosSmico de 41 a 64, con un nfimero modal -
de 46, siendo &sto muy evidente ya que se encontrd en 30 de las
50 mitosis contadas (Tabla I).

Se realiz6 un andlisis estadistico (Tabla II) utilizando la
prueba de andlisis de varianza por rangos de una via de Kruskal-
Wallis que nos permite hacer una comparacifn entre el efecto quev
. tienen ios distintos férmacos. Se plantea una hipétesis nula -~
_(Ho) y ﬁna hip6tesis alternativa (Hl). :

Hp: Los tres fdrmacos utilizados producen siempre la misma inhi

' bicién. ‘

"Hj: Los tres agentes usados producen una inhibici6n celular muy
diferente, »

Para calcular el valor de H se utiliza la siguiente ecunacidn:

. K
H = 12 é Ri  —3( + 1)
N{(N + 1) iT nj

donde R; es la suma de los rangos asignados a las observaciones

de la muestra i, y N es el nimero total de observaciones.
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FIGURA 4 Inhibicidn a la proliferacidén celular in vitro, causada pox

Cisplatino, Metotrexate y Bleomicina a diferentes concentra-
ciones en cé&lulas de epitelio normal de la resiembra 10.
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Cisplatino, Metotrexate y Bleomicina a diferentes concentra-
ciones en células de epitelio normal de la resiembra 20.
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TABLA I

NUMERO CROMOSOMICO

NUMERO DE NUMERO DE
CROMOSOMAS 40 41 42 .43 45 46 47 50 64 70 76 78 80 MITOSIS
' CONTADAS
TIPO
CELULAR
CARCINOMA 1 3 4 2 11 2 3 4 5 6 9 50
BASOCELULAR
CELULAS
NORMALES (R20) 3 3 4 30 3 4 3 50




TABLA I

NUMERO CROMOSOMICO

NUMERO DE
CROMOSOMAS

TIPO
CELULAR

45 46 47 50

CARCINOMA
BASOCELULAR

CELULAS
NORMALES (R20)

30 3 4

NUMERO DE
70 76 78 80 MITOSIS
CONTADAS
4 5 6 9 50
50




TABLA II

ANALISIS DE VARIANZA POR RANGOS DE KRUSKAL-WALLIS

TIPO CELULAR Y

VALOR CRITICO DE
X2 PARA 3 GRADOS

VALOR DE H

NIVEL DE SIGNI-

DECISION

NO. DE RESIEMBRA FICANCIA

DE LIBERTAD (X))
Epitelio normal 11.345 11.816 0.01 Se rechaza Ho
(R2)
Epitelio normal 12.838 14.757 0.005 " " "
(R10)
Epitelio normal 6.251 6.853 0.1 " " "
{R15)
Epitelio normal 9.348 10,776 0.025 " " "
(R20)
Carcinoma
Espinocelular (R2) 9.348 li.088 0.025 " " "
Carcinoma
Basocelular (R2) 9.348 11.228 0.025 " " n
Carcinoma de
Pulmbén (R2) 6.251 0.1 " " "

6.650




DISCUSION

La guimioterapia es efectiva para tratar ciertos tipos de -
cédncer, pero la mayorla de los agentes antineopldsicos son alta
mente téxicos. - Esto ha creado la necesidad de desarrollar un
mé&todo estandar para evaluar la sensibilidad de las c&lulas ha-
cia las drogas. Se sabe gue la biologia de las c&lulas cancero-
sas humanas puede ser estudiada después de qgue &stas se han re-
tirado del cﬁerpo, en un ambiente en el cual su comportamiénto
es muy semejante al gue tienen in vivo (97,98). Esto ha lle-
vado al desarrollo de pruebas in vitro que pueden predecir de -
una manera efectiva la quimiosensibilidad de un tumor maligno.
8in embargo, no se ha logrado afin la seleccifn de una qgimiotg—

. rapia efectiva para pacientes individuales (99). las pruébas de
gquimiosensibilidad in vitro pueden contribuir de una manera sig
nificativa en la prediccifn de la capacidad de una droga para -
inhibir la proliferacidn de cé&lulas malignas in vivo y de esta
manera contribuir en la seleccifn del agente citotbxico mids -
idéneo para cada tipo de cd3ncer. De esta forma se podria ayu-
dar a evitar exposiciones innecesarias del paciente a drogas po
co efectivas.

Se han desarrollado varias tecnicas de ensayos in vitro para
realizar estas pruebas, pero lo que se ha estudiado y utilizado
mis comunmente es el ensayo clonog&nico, gue utiliza medio semi
s6lido para obtener crecimiento de colonias a partir de células
de tumor humano derivados directamente de biopsias (100). El en

sayo clonogénico tiene tanto ventajas como desventajas. Su prin
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cipal ventaja es el uso dé explantes primarios de tumor como ~
. fuente de material celular. La mayor limitacién del ensayo clo-
'ncgéﬁico es que un alto porcentaje de tumorés (aproximadamente
50%) no produce colonias, v que las eficiencias de clonacifn -~
son generalmente bajas {en el rango de 0.0l a 0.1%) (l0l). Tam-
. bi&n se incluyen varias dificultades t&cnicas relacionadas con
la'preparacién y procesamiento de la muestra, y los problemas -
asociados con el tiempo de duracibn del ensayo y los m&todos de
evaluaci&n (102). Por otro lado, se han utilizado m&todos de -
cultivo en medios liquidos (103) para ensayar el efecto de dro-
Qas sobre cé&lulas normales y neopiﬁsicas. Dichos ensayos se rea
lizan con lineas celulares ya establecidas por lo gue los resul
tados obtenides no son muy confiables debido a que las cBlulas
al éstar en cultivo durante. largos periodos han sufrido cambios
lb ﬁransformaciones (L04) . En el presente trabajo se utilizé me-
dio liquido para cultivar c&lulas provenientes de explantes pri.
marios como una alternativa para evaluar la quimiOSensibilidad‘
in vitro. Este método de cultivo en medio liquido se utilizd en
ensayos anteriores (105,106) en los éue se evalud el efecto
inhibidor de la proliferacitn celular sobre explantes primarios
. obteniendose una alta eficiencia de proliferac}éh. Tomando en -
cuenta las ventajas que ofrece este metodo de cultivo, conside-
ramos que se contaba con un ensayoc Gtil para la evaluacién de -
la quimiosensibilidad in vitro. En consecuencia decidimos con-
tinuar con otra serie de experimentos variando la técnica. En -

este trabajo no se utilizaron explantes primarios para la eva-—
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luacidn de la qguimiosensibilidad sino c&lulas de la segunda re-
siembra (R2) con el fin de sembrar un nlGmero determinado en las
mismas ya que con el explante inicial no se tiene la certeza -
del ntmero  inicial celular, Pensamos que cultivar las c&lulas -
hasta R2 no produce un dafioc celular significativo que pueda al-
terar la sensibilidad de las c&lulas hacia los f&rmacos. Dos pa-
sajes celulafes no implican un periodo prqlongado de cultivo ni
las c&lulas se han expuesto a muchos tratamientos enzimdticos -
que son necesarios para el subcultivo, como es el caso de las -
lineas celulares.

Ademis se pretende encontrar concentraciones de drogas antineo-
plasic;s in vitro, que sean equivaleﬁtes a las dosis toleradas

por el paciente, ya que no'existen concentraciones estandar que
puedan ser utilizadas en las pruebas de guimiosensibilidad. Ca-
da grupo de estudio emplea diferentes concentraciones para rea-
lizar sus experimentos sin ninguna base en la posible toleran-—

cia -del paciente hacia una droga. En nuest¥os experimentos de-—

terminamos las concentraciones equivaléntes in vitro de tres -

férmacos, Cisplatino (0.3 Pg/ml), Metotrexate (0.03 Pg/ml) y -

Blépmicina (0.03 Pg/ml), gue son loé mis comunmente utilizadoé

en quimioterapia de cabeza y cuello. Estas concentraciones cau-
‘san una inhibicién a la proliferacidn semejante en epitelio sa-
no por lo gue se obtuvo un punto de feferencia para analizar -

las mismas concentraciones sobre las células tumorales. Seria -
muy conveniente que ai efectuar el ensayo de quimiosensibilidad

con las c&lulas malignas se realizara también con c&lulas. nor-
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males para tener una mejor evaluacidn del farmaco mids activo en
c&lulas tumorales y gue no cause un gran dafio en el epitelio -
nérmal.

En‘general, el patrén de inhibicifn celular sobre epitelio -
sano causado por los tres firmacos no se conservd a través de -
las resiembras &a que hay una diferencia notable entre la R2 y
la R20. Para Metotrexate y Bleomicina &sto es evidente ya que -
hubo una variacién en sensibilidad de las c&lulas y puede deber
se a que la TPC disminuyo conforme avanzéron las resiembras, &s
to es que las c@lulas se dividieron cada vez mds rdpido. Esto -
se ve apoyado por el heché_de que la accibn. citotbxica de un nf
mero de drogas gque son utilizadas en quimioterapia depende de -
la tasa de divisibn celular, lo que significa que mientras més
f&pido se dividen las c&lulas mds rédpido son inhibidas (107,108)
Sin'énbargo, en el caso de Cisplatino no ocurrié asi, ya que -
tal vez dicho firmaco no sea muy activo en las cé&lulas que se ‘
dividen rdpidamente. Ademds, el hecho de que las c&lulas de R20
hayan sido m&s sensibles gue las c&lulas de R2, tambi&n podria
deberse a que las c&lulas han envejecido ya que las c&lulas de
R2 han tenido menor nfimerc de divisiones qume las c&lulas de
R20. Esto nos podria dar una idea de que las c&lulas mis viejas
son mids sensibles gue las c&lulas jovenes.

Se sabe que el establecimiento de lineas celulares requiere de
un largo periodo de adaptacidﬁ, y cuando se realizan los experi
mentos, las c@lulas por lo general han sufrido muchos cambios -

en sus caracteristicas originales.
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El haber obtenidc en nuestros resultados una variacifén en la -

sensibilidad de las c&lulas hacia los fiArmacos en comparacifn -
de la R2 con la R20, aunado a que hubo una disminucifén en la -
TPC de 65 hrs en R2 a 46 hrs en R20 nos puede dar un indicio de
que hubieron cambios en las caracteristicas originales de las -
células. Adem&s al realizar el anflisis del cariotipo se pudo -
observar que hay algunas alteraciones en el nimero cromosfmico
ya gue un 40% de las mitosis observadas no conservf el nlmero
diploide normal, por lo que consideramos.que esto tambi&n apo-
vya el hecho de QUE las células epiteliales normales pudieron ha
ber sufrido alteraciones en sus caracteristicas originales. Por
tanto, ésto nos parece indicar que al utilizar una linea celu-
lar para realizar pruebas de gquimiosensibilidad los resultados
no wvan é.ser tan confiables como cuando se utiliza el explante
inicial o en célulaé de la Rl o0 R2 gue muy probablemente aGn: -
mantienen sus caracteristicas originales.

Con respecto a las c&lulas tumorales, es importante hacer no
tar que si hay una inhibicién selectiva de los fiArmacos, ya que
las concentraciones usadas de los tres agentes tuvieron el mis-
mo efecto en el epitelio normal, y al actuar sobre las células
tuﬁorales el patron de inhibicifn celular fue diferente. Se pue
de observar gue hubo variabilidad en el patron de inhibicidn en
tre los distintos carcinomas y afin dentro de un mismo tipo celu
lar. Por tanto se puede decir que hay indicios de que la efecti
vidad de la quimioterapia varia de tumor a tumor y aln dentro -

de tumores del mismo tipo histolégico.
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Metotrexate resultd ser el menos efeétivo para las c&lulas de
cércihoma espinocelular que tuvo una TPC alta y el mis efectivo
paré las c&lulas de carcinoma de pulmSn con una TPC baja. Tam-
- bi&n observamos que Bleomicina fue mds activo al inhibir las ce
lulas de carcinoma‘espinocelular mientras que fue menos activo
en las céiulas de carcinoma de pulmén. No se puede establecer
con claridad si existe una relacidn entre la TPC y la accién in
hibidora de los fArmacos, aunque los resultados que ée han obte
nido previamente, nos indican que Metotréxate es mds activo con
las c&lulas con TPC baﬁa, es decir que proliferan répidémente,
y Bleomicina es mis activo con las c&lulas en TPC alta, &sto es,
que son de proliferacidn lenta. Lo anterior nos induce a pensar
que hay agentes antineoplisicos que son buenos inhibidores para
las c&lulas de proliferacifn lenta y otros para los de prolife-
racion répida. Adem&s, en nuestros resultados generalmente se
havobservado gue Cisplatino es un agente poco activo, pero en
el caso de las c&lulas de carcinoma espinocelular resultd ser -
mas activo. Consideramos que puede deberse a que estas c&lulas
tienen una TPC alta o. sea que se dividen lentamente y dado gue
Cisplatino es un agente fase-no especifico pudo ejercer mejor
su acecibn resultando de alguna manera mis efectivo para las ce-
lulas de proliferacifn lenta.

En el caso del carcinoma de mama se sembraron once biopsias
de las cuales sb6lo proliferaron cuatro, dos de ellas se conta-
minaron, otras no estabamos seguros de gue las cé&lulas fueran

epiteliales pues tenian forma de fibroblastos y se decidi6 -
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novutilizarlas, por lo que solo se réalizé un ensayo con carci-
noma de mama. Varios autores (109,110,111) han reportado gue es

~te tipo de carcinoma dificilmente prolifera in vitro dado que
se necesitan factores gue estimulen la proliferacidn (factores-
de crecimiento y hormonas). La mayoria de los ensayos de quimio
sensibilidad se han realizado en agar semis6lido, obtenié&ndosé
una muy baja eficiencia de clonacifn, sin embargo, con el mé&to-
do de cultivo en medio liquido los explantes que proliferaron
lo hicieron sin necesidad de agregar facﬁores de crecimiento
‘por lo gue creemos que existe la posibilidad de continuar reali
zando pruebas de guimiosensibilidad con este tipo de tumores.
Séerid necesario investigar las condiciones 6ptimas de cultivo =
particulares para &ste tipo de carcinoma para obtener una mayor
eficiencia de proliferacibn.

VCon ia finalidad de cof?oborar la malignidad de las c&lulas,
se efectud la determinacidén del nfimero cromosdmico de cé&lulas
kdél carcinoma basocelular, y ho se encontrd un nmero modal cla
ro, indicé@ndonos que hay. inestabilidad en el material gen@tico
que presentan estas c&lulas. Tambi&n se puede observar que hay
alteraciones aneuplSidicas, la mayoria de ellas de tipo hiper-
ploide, lo cual es una caracteristica comdn de las c&lulas de
origen maligno. En nuestro andlisis encontramos gue casi el 50%
de'laé metafases observadas presentaron entre 70 y 80 cromost-
mas. Lo anterior nos da un indicio de gue en realidad las cé&lu-
las obtenidas apartir de la biopsia del carcinoma basocelular

son de origen maligno. El hecho de que se encontraran cé&lulas -
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con un complemento diplecide o complementos con cambios menores
ﬁéé podria inducir a pensar que estas c&lulas pueden constituir
"los reménentes de las precursoras de la linea de c&lulas malig-
nas aneuploides que ain se encontraban presentés en el tumor.
Lo ideal hubiefa sido realizar el andlisis cromosSmico de todos
los carcinomas utilizados pero no se logrd obtener un niimero su
:iciente de metafases. Esto no fue posible debido a que adin no
fse ﬁa logrado perfeccionar la té&cnica ya que es dificil obtener
‘el nGmero necesario de metafases de buen# calidad que se requie
ren para el estudio, pu&s es inevitable el obtener metafases
incompletas o metafases gque no se dispersaron completamente. -
Otro problema fue la falta de un nlimero suficiente de cé&lulas -
en la R2 para realizar el anflisis cromosbmico. Ademi&s, seria -
pertinente el realizar estudios cariotipicos en los cuales sea
posible determinar en forma precisa la ausencia de algﬁn o algu
nos cromosocmas, asi como posibles dafios en &stos, para gue pu-
diesen ser utilizados como marcadores especificos de estos ti-
pos de carcinomas. Asi mismo el realizar andlisis cromosbmicos
péra cada uno de los carcinomas que se utilicen.

Finalmente, pensamos que se ha avanzado en el establecimien-
o de la técnica, ya que al utiliiar la R2 se conoce ei nfimero
inicial y siempre se va a sembrar el mismo nGmero de células, y
la evaluacibén final de la inhibicidn a la proliferacifn es exac
-ta, cosa qde no sucede cuando sgse utiliza el explante primario -
debido a que no se conoce el niGmero inicial de cé&lulas y la eva

luacidn no es exacta y es mds dificil de realizar pues hay que
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tefiir las colonias y realizar mediciones con vernier para obte—
nexr el &rea de proliferacidn. Ademas, se puede mencienar gue -
&sta técnicg de cultivo en medio liguido puede ser muy Gtil pa-
ra determinaf cual & cuales agentes son los mids efectivos para
el tratamiento onéolégico en pacientes individuales, ayudando -
de &sta manera a evitar que se den a los individuos firmacos -
Que no van a dar resultados Sptimos para su neoplasia y en cam-
bio le van a producir efectos tdxicos secundarios (mielosupre-
si6n, natisea, vbmito, alopecia, etc.) qué traen consigo el uso
de cualquier agente anticanceroso. Tambi&n con &ste ensayo se
podria seleccionar de manera eficaz las nuevas drogas antineo-
plésicas que se produzcan. Pero es claro gue se necesita reali
~zar una gran cantidad de trabajo adicional, tal como aplicar el
ensayo de quimiosensibilidad en un mayor nimero de tumores de —
diferentes tipos y comparar los resultados obtenidos in vitro -
con las experiencias in vivo para gue de &sta manera pueda ser

utilizado en beneficio de pacientes individuales.
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CONCLUSIONES

Se determinaron las concentraciones in vitro de Cisplatino,

Metotrexate y Bleomicina gue son equivalentes a las dBsis to

leradas por los pacientes y que causan la misma inhibicién a
la proliferaci&n en epitelio normal.

Al estar las c&lulas epiteliales normales durante un largo
periodo en cultivo se produjeron alteraciones en las caracte
risticas originales.

Los distintos tipos celulares fueron inhibidos de manera di-
ferente por los agentes anticancerosos utilizados.

Se apoya la idea de que hay agentes antineopl8sicos que son
buenos inhibidores para las c&lulas de proliferacién lenta

y otros que son buenos inhibidores para las c&lulas de pro-

‘liferacién rdpida.

Es muy probable gque las c&lulas obtenidas a partir de la -
biopsia de carcinoma basocelular sean en realidad malignas.
Este ensayo puede ser muy Gtil para determinar cual o cuales
agentes son los mids efectivos para el tratamiento de pacien-

tes individuales.



APENDICE I

Medio Minimo Esencial de Eagle

Este medio se utilizé6 para mantener a los cultivos celulares en
condiciones normales in vitro. ELl medio esta constituido por -

los siguientes componentes quimicos:

AMINOACIDOS VCONCENTRACION (mg/1)
L—érginina 84.0
L-cistina 62.57
L—glutamina 584.0
Glicina 30.0
L-histidina HCL.HZO : o 42.0
L—isoleucina . 105.0
L-leucina : 105.0
L-lisina.HCL : ) B 146.0
L-metionina . : ) o 30.0
L-fenilalanina : : c : o 66.0
L-gerina - . LT azlg ) . o
L-treonina - S .'; . [1'1 S Lo 95sal ] e S
L-triptofano . | . ) T . 16.0 7
L-tirosina (sal disbdica) .. -~ . . ) ~104.0
L-valina ) ‘ : ; 94.dt

VITAMINAS

. D-Ca pantotenato 4.0
" Cloruro de Colina o _ . 4.0
‘Acido £6lico . e S 72
- Inositol ' ' ' 7.2
Nicotinamida 4.0
Piridoxal. HCL 4.0



VITAMINAS

‘Rivoflavina

Tiamina

SALES INORGANICAS

Cloruro

. Nitrato

Cloruro
Sulfato
‘Cloruro
Fosfato

de
de
de
de
de

calcio anhidro

hierrc III nonhidratado
potasio

magnesio anhidro

sodio

monos6dico monohidratado

OTROS COMPUESTOS

L-glucosa

Rojo. fenol

- preparacién del Medio de Eagle:

64

CONCENTRACION (mg/l)

0.4
4.0

200.0
0.1
400.0
©97.67
6400.0
"125.0

- 4500.0
15.0

‘'Se mide un volfimen de agua bidestilada 5% menor al volfimen de -

medio total deseado. Se adicidnan 13.4 g/1 del medio de Eagle

en polvo (Microlab, México) agitindose suavemente, ademis.se -

.. agregan 3.7 g de bicarbonato de sodio, 100 U/ml de penicilina y

100 pg/ml de estreptomicina. Se complementa el volfimen deseado

con agda bidestilada, se ajusta el pH entre 0.2 y 0.3 menor del

que.se desea, siendo &ste de 7.2 (esto se hace con &cido cloxrhi

drico) y se esteriliza por filtracidn con bi&xido de carbono, -

pasandolo’ a través de una membrana con poro de 0.22 -



APENDICE IX
Solucidn Amortiguadora de Fosfatos (SAF)

En 1 litro de agua bidestilada, se disuelven las siguientes subs

tanciass:’

SALES CONCENTRACION (g/1)

Cloruro de sodio

8.0
Cloruro de potasio 0.2
Fosfato‘de sodio monobdsico . ' 2.1l6
.Fosfato de potééip : - 0.2

Una vez disueltas estas substancias, se ajusta el pH a 7.2 coﬁ
idcido clorhidrico y se esteriliza la solucién poxr filtracién'ébn

-una membrana milipore cuyo pore es de 0.22 p.



APENDICE III

'PreparaciBn de Verseno:

Para preparar el verseno se agregan a 800 ml de agua bidestila-

da, las siguientes substancias:

Tris base 3.04 g
Cloxruroc de sodio 8.00 g
Cloruro de potasio 0.40 g
Etilen-diamin-tetra-ac&tico (EDTA) 0.20 g

Posteriormente se agita, se afora a 1 litro con agua bidestila-
da, se ajusta el pH a 7.7 con Acido clorhidrico 10 N y se este-

riliza por medio de autoclave a 20 lb-durante 20 min.

APENDICE IV

Preparacifn de tripsina:

La solucibén de tripsina se prepara qolocando 0.025 g dé tripsi-
na (Sigﬁa‘Chemical, USA) en 100 ml de verseno, esﬁo'se ﬁézcla‘y
se filtra, utilizando un filtro milipore de 0.22 p. Se recomien
da.colocarla en tubos pequefios y almacenarla a ~4 °C para evi-

‘tar su auvtodigestitn.
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