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TECNICA PARA LAS CUL TURAS DE TEJIDOS, SEGUIDA 

POR EL PROFESOR BORREL, DE ESTRASBURG O 

Comentarios a un curso seguida en el Instituta Pasteur de dicha ciudad 

por el doctor 

A. FERRER CAGIGAL 
Catedràtica de la Facuttad de Medicina de Barcelona 

J!JI gran Profcsor, cmplea para sus culturas una téc­
nica muy parccida a la c¡ul' J·caliza para las culturas 
dc bacterias : 

1.0 Ante todo, utiliza unos frascos, cuya caracterís­
tica es presentar una cavidad analoga a una placa dc 
Petri, con un largo eucllo; su forma es aplanada dc 
contorno circular y pal'cdcs muy planas y dclgadas, una 

Adeno Carcinoma 

dc cllas es movible y sc adhicre mcdiantc albúmina dc 
huevo a los bordes, la otra es fija, y su diametro, varia­
ble, oscila entre 4 y 12 ccntímetros. 

Estos frascos se esterilizan al autoclave o en estufa 
seca y después se les adhiere la laminilla circular a su 
abcrtura con albúmina dc huevo (para quB sca facil el 
desprenderla), que se clcja secar y se refuerza con la­
cre o bicn con parafina o balsamo del Canada. 

2. 0 El tejido a cultivar, ,es cortado muy finamente 
en fragmcntos dc 1 ó 2 milímetros, para lo cual basta 

(I) Preparación del liquido de Tyrode: los componen tes 
del líquida de Tyrode estan repartidos en dos recipientes: 
una redoma de Roux y una redoma de 150 a 200 cm. c. 

Redoma de Roux Redoma pequeña 
Carbonato sódico seco 1'26 gr. Cloruro sódico 8 gr. 
Agua desfilada c. s. p. 900 cm. c. G lucosa 1 gr. 
F11trar, esterilizar en el autocla- Solución B 10 cm. c. 
ve; afiadir en cad• frasco, con Agua desfilada c. s. p. 100 c. c. 
una pipeta estéril, 4'3ii cm. c. de Filtrada y esterilizada en el 

CIH titulada al 10 p. 100. autoclave. 

Al usarlas, regular el contenido de la redoma pequeña 
con el de la redoma de Roux. La solución B, en una solu­
ción mineral concentrada que contiene en 100 cm. c. de agua 
desfilada: Clk, 20 gr .; Cl2 Ca, 20 gr.; Cl 2 Mg, 10 gr.; Po 4 H 
Ca, 5 gr. La solución de be esteri lizarse al autoclave. 

rcalizar estos cortes eon unas tijeras finas o bien con 
bisturí y UJias pinzas (las ayudantas del ProJ'csor Bo­
gREL así lo 1·ealizan con gran faciliclad y perícia, pues 
todos los fragment os vionen a tcner cstas dimensiones). 

Estos fragmentos o papilla, se dcpositan en un tubo 
dc ensayo, que contcnga líquido Tyrodc (1), sc agita 
varias veces y se deja decantar, lo que sc rcaliza pr·onto 
tirando el exccso, hasta la obtención de fragmento¡;; 
que estén en un líquido completamcnte transparente. 

3.0 El jugo embTionaTio, se prepara triturando em­
brioncs jóvenes (dc 7 a 8 días) de pollo, en uh tubo 
gnwso, de paredes rcsistentcs, de cristal, que contcnga 
pcrlas de vidrio de unos 4 milímetros de diametro. Bas­
ta agitar fuertcmcnte para obtcner su fragmentación 
y licuación, en seguida se le asocia llquido 'l'yrodc (20 
c. c. por 1 gramo dc cmbrión), se emulsiona duran te 
una media hora, agitando suavementc y sc centrifuga 
para separar todos los fragmentos o células cmbriona­
rias. Ellíquido claro que resulta es el llamado jugo em­
brionaTio. 

Scgún el Profesor BoRREL, éste es uno dc los tiem­
pos mas importantcs dc Ja cultura de tejidos, tras Ja 
dilución y centrifugación que debcn durar una media 
hora a 6.000 vueltas, puedcn aún quedar restos cclu­
Jarcs; si tal ocune, es preciso rccurrir al emplco de una 
bujía muy porosa y utilizar mayor cantidad dc jugo 
cmbrionario en las culturas. 

Los fragmcntos a cultivar, clcspués de la dccantación 
-en el líquido Tyrodc, son depositados en el jugo em­
brionario. 

El pla»ma es obtenido directamente de la gallina, por 
introducción de una canula parafinada en la carótida, 
rccogida la sangre en tubos se someten a cBntrifuga­
ción! recogiendo el plasma mediante pipetas dc ampolla 
para Cllstrwmrw inmtaiatamente. 

Veamos ahora ,el modo de realizar la cultura: 
Se int.roduce en el frasco de cultura o placa dc P e­

tri un centímetro cúbico o dos de jugo embrionario, 
que contiene los fragmentos dc tBjido en suspensión 
(por regla general cada c. c. 20 ó 30 fragmentos) . Es 
preciso emplear 1, 2 ó 3 c. c., según la capacidad del 
frasco de cultura. 

Se añade el plasma nccesario para que por coagula­
ción forme una pclícula eu la superficie de la cara in­
ferior del frasco, que englobe y Íije en el sitio a los 
fragmcntos dc tcjidos, gencralmente dc 5 a 10 gotas, 
hasta 2 c. c.¡ 7 para los frascos de 12 c. dc diamctto. 
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Dur ante el tiempo que el plasma tarda en coagular­
sc, los fragmentos se dccantan, en contacto con la su­
perficie del vidrio. 

Una vez obtenida la coagulación se llevan a la e::.tufa, 
previo su tapado con algodón flameado y un capuchón 
de cauchú. 

La estufa se sostienc a 38° y a las 6.a y 7." hora co­
mienzan a proliferar los clcmentos celulares. 

])espués de 24 horas conviene introducir en los fras­
cos unas gotas dc jugo embrionario con Tyrodc (la 
misma mezcla que habíamos rcalizado), al objeto dc que 
por desccación no se adhicra dcmasiado al cristal la pe­
lí'cula de plasma que engloba las colonias. 

],as culturas sc observau rnacroscópicamentc con gran 
vigor, vicndo surgir dc los bordes una serie dc radia­
ciones que avanzan progrcsivamente y que amenazan 
unirse con las próximas, rubricndo toda la superficie 
y cspcsor del terreno. Cada fragmento es un cpicentro 
dc radiación, y si son muchos, pronto formar{m un todo 
unido. 

LEWIS scñaló la neccsidad de la existcncia dc pocos 
fragmentos, para que no sc produzca la asfixia de mu­
chos y el aniquilamicnto o esquilmamiento de la colo­
nia. Asimismo convicnc la pcqueñcz, ya aconseja:da, 
dc rada fragmento al objcto dc que no sc asfixie el ccn-

Sarcoma de Giemsa 

tro del mismo; sc pucdcn conservar los cultiYos entre 
24 horas a 15 días, si sc rrnucva convcnientementc el li­
quido del frasco. 
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Para hacer prcparacioncs histo-citológicas, se pucde 
utilizar la parte superior de la película gelatinosa o 
bien la inferior, sicndo mas apta para histología la su­
perior y para ritología la inferior. 

1 .. 

Sa rcoma de Roux 

Se puedcn seguir dos sistemas para obtcner buenos 
prcparados: Desprcndcr la pclícula y rcalizar con ella 
todas las opc1·aciones dc fijación, coloración, aelara­
miento, etc., como si se tratase dc una mcmbrmta or­
ganica cualquiera, o bicn utilizar la laminilla dc crist al 
(parcd del frasco), prcvio dcsprcndimiento del larre, 
cosa muy sencilla dc rcalhmr y colorcarla como si se 
tratase de una extcnsión bacteriana en porta o cubrc. 

Se suele utilizar como fijador el acido ósmico o el 
formol, y como colorantc, cualquiera dc los métodos dc 
colorarión utilizados en Citología o Bacteriología . 

Por cste senrillo método estudia el Profesor BoRREL 
el sarcoma dc Roux y los tumotes cancerosos en gene­
ral, así: como los tejidos cmbrionarios y las cstructuras 
mitocondriales mas dclicadas. 

En los fragmentos de fibras cardí:acas se puedcn ob­
servar contracciones hasta después dc una scmana, así 
como en los fragmentos -dc intestina movimientos pcris­
talticos. 

Las células nerviosas y sus terminacioncs dan cxrc­
lentes observacioncs. 

Las colonias puedcn rcnovarse añ::1dicndo nuevo plas­
ma y pucdcn durar mucho ticmpo. 
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Dicc BoRREL que, una dc las posibles aplicacioue::. 
mas practicas de estos métodos seria la posibilidad dc 
haccr actuar sobre Jas colonias métodos ·de coloración 
con mordientes, analogos a los utilizados para la de­
mosteación dc los cilios baetcrianos y para el estudio 

Sarcoma de Roux 

rlc lo!'\ gérmencs invisibles. En 1904, prcsentó el Pro­
Ú'sor Bol~REr, a la Sociedad dc Biología, la coloración 
dc ci! i os bacterianos, al Tanato de hien·o, y posterior­
mento fué por él aplicada al estudio del moUZt¿scwrn con­
tagiosum y del epitelimna contagiosa, determinando la 
coloración dc partículas cromoidalcs, coloreables por 
cste sólo mrtodo ~- que pareci<m ser agentes virulcntos. 

Dicc c'J mismo Profesor, "la célula del epitelioma con­
tagiosa dc los pajaros y la célula del molluscum conta­
giosum humano, debcran ser consideradas como una 
céltlla simbiótica lli]Je'l"t1·o[iada, cont eniendo microbi os 
innumerables". 

"El tumor de las nudosidadcs dc las lcguminosas nos 
da un ejcmplo dc simbiosis, una célula hipcrtrófica, 
que contiene millones dc gérmcnes, pero que no son vi­
sibles por los métodos ordinarios, ni cultivables." 

"Nosotros empleamos este método de la sobre-colora­
ción con mordicntes para el germen de la peripneumo­
nín, que no se col01·ca por los procedcres usuales." 

"La dificultad del método estri ba, en que se colorcan 
todos los: granos que acompañan a las células o gérme­
nes, es decir, la falta dc selección." 

Para el estudio de la vacuna se recurre a inocula­
ción por varias escarificaciones Bn la córnca del ojo 
del concjo, a las 24 hm·as comicnza el proceso y a las 
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-1-t:i las pústulas estan constituídas y pueden verse ma­
croscópicamente. Entonccs se extirpa ampliamcnte y sc 
conserva en atmósfcra húmcda en una caja dc Petri 
durantc 2, 4 ó 6 horas a 37°. 

Al momcnto dc cxtirparlo se aplica una lamina sc­
gún el método de EAWING, sc obtiencn prcparaciones 
fragmentarias, trozos dc cpitclio y gotas de plasma, 
pcro al cabo dc 2 a 4 horas de estufa y siguieudo el 
mismo método se puedcn obtencr Hminas enteras de 
descamación corneal, adherentes a la lamina como una 
calcomanía. Seguramentc sc produjo una proteoli,;is de 
los dcmentos iutercelularcs. 

l-lasta 10 preparaciones succsivas puedcn haccrse y 
en las vrimeras por el proccdcr dc GIEMSA obtcnersc 
muy bellas preparacioncs; en cambio cu las últimas, sc 
obticncn muy bucnas; obscrvandose multitud dc gra­
nos que no se ven con ningún otl'o procedimicnto. 

También se cmpleó estc proccdimicnto al estudio del 
cancer, obtcniendo buenas preparaciones a basc dc con­
seguir células en capa uniforme y ·sin scrosidad, así 
fué empleada en el estudio del Rarcoma de Roux y el dc 
( iEXSEx, dc las ra tas. 

El sarcoma de PEY'rox Roux, presenta una particula­
ridad, caractcrizada por la presencia dc una substan­
cia viscosa, en la cual son las células como los núcleos 
dc la masa principal. 

Sarcoma de Roux 

Todo el frotis dc tumor frcsco fijado y colorcado, por 
l\L\Y GRÜl\'WALD ~T GrEMSA, mucstran esta substancia eo­
sinófila muy abundantc alrededor de las células y en 
el interior dc las mismas. Los grandcs mononuclcarcs 
mucstran también granclcs masas dc ella. Esta misma 
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substancia se obtienc bajo la forma de gl'anulat·iones 
en cultivos de 2 a 6 días a la par que existen otras 
g1 anulacioncs pcrinuclcarcs dc naturaleza lipoidea. 
IVluy visibles en las gigantcs crlulas polinucleare> que 
suclcn formarsc en el centro ·dc la colonia. 

Con la fijación con líquido dc J;'LEl\HKG fucrtc (sin 
acido acético y eon cloruro de platino) y colorcandolas 
por la tionina sc obtienen excelentcs preparacioucs en 
t'spccial en el sarcoma dc Roux, en las que pucdcn cstu­
diarsc dos tipos cclularcs, tal como las describ1a Bo­
HREL: loo; macrófagos dc tipo csfrrico y fibroblastos 
fusiformes o estrellados. Ambas células ticncn unas di­
mensiones mucho mayorcs que las normalcs, y en el 
centro dc las colonias sc encupntran enormes macrófa­
gos que conticncn cientos dc núclcos, dc 50 a 600 micras 
dc diametro y co11¡ abundantísimo armazón mitocon­
drial. En el interiOl' del protoplasma de los macrófa­
gos, se cncucntran granulacioncs dc grasa, finas y 
grucsas. 

l__,a sobn~coloración por fijación por MAY GRÜNWALD, 
lavado, tana to dc hicrro, lavado; fnchina fenicada en 
calicntc, o bien rapida fijación en sublimada-alcohol y 
sobrrcoloración consecutiva, se pucdc apreciar que la 
substancia cosinófila que pasa Jcsapcrcibida por los mr­
todos corrientes, ticne cxistcncia muy marcada en los 
fibroblastos y macrófagos gigantcs, bajo la forma de 
granos pcqueñísimos tales como sc observau en la va­
cuna y en el molluscum contagiosum. Dice el prof. Bo­
HHEL, que no afirma scan talcs granulaciones un virus 
viYo, pues puede trata1·sc dc una secreción celular cosi­
nófila y específica, pcro que nunca sc cncucntnm en 
las células embrionarias normales. 

Cultivo de tegido muscular liso 

Estima el sabio barteriólogo, que si bien no puede 
aceptarse hoY un virus que rxpliquc el canccr, tam­
]lor•o puedc 'admitirse la hrrencia ni el movimicnto 
nnúTquico ~' bactcJ·iofagico dc célula a célula. 

El estima que el canrcr es de una cnusa externa r no 
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hereditaria: la prucba los canceres parasitarios de los 
animales descritos por él: a saber, el cancer del híga­
do de la rata, por el cisticerco de la tenia crasícola y el 
canccr de estómago dc la rata y del ratón por la fi~aria; 
el canccr del alquittan y tantos otros que se produccn 
en terrcnos preparados por padtsitos, nevus, cicatrices, 
quemaduras, sífilis, rayos X. Nuestro Profesor es par­
tidario de que todas esas causas prccancerosas, intere­
san un sistema celular especial que él designa con el 
nombre de trofopigmentario, y que el Profesor As­
CHOl<'F, dc Friburgo, con el dc rctículo-endotelial. Estt' 

Células de sarcoma de Roux procedentes de un cultivo 

sistema sc modificaría por aquellos agcntcs en cdadcs 
tcrnpranas dc la vida. 

El Prof. BoRRm, aducc como demostrativa dc cs:a 
hipótcsis, el caso del estndiantc VACLOU, inoculada en 
minúscula lcsión que no tardó en grneralizarsr. 

Nosotros hemos seguido la técnica del Prof. dc Es­
trasburgo y hemos obtcnido execlcntcs colonias dc tc­
jidos por cstc scncillo método, dcsprovisto del gran 
aparato que el Prof. BonREL y EBELING, exigían con 
sus métodos dc cultma. 

l\Ierccd a estos métodos sc pudicron deducir grandcs 
hcchos biológicos, a saber: la posibilidad dc obtcncr en 
una colonia dc linfocitos, células analogas, fibroblastos 
y rélulas de caractcrcs cpiteliales. Ascvcran estos hè­
rhos las experiencias de POLTCARD y dc DuBREUILll; es 
deeir, no sólo el tcjido conjuntiva sc somete a las lcycs de 
metaplasia, sino que el epitelial puede ser originada 
por el ronjuntivo. 

Las substancias estimtLladoras del crecimiento y mul­
t iplicación de eélulas sc llamarían trofonas y serían pro­
ducto de Ja sccreción eelular. Dichas substancias sc cs­
timan de secrcción leurocitaria y serían termolabi les. 
destruyéndosc a 65° o por dcscración. Existirían otras 
substanrias que son termoestablcs y actuarían dc inlli­
bidoras del c1·ccimicnto. Con Ja '<'dad del sujeto las pri­
Jl1l'ras disminuycn, las scg;undas aumentan. Los carn-
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bios que según la edad presentau los sueros en sus pre­
paracioncs proteínicas, serían debidos .a la mayor o me­
nor abundancia dc estas substancias y a igual solución 
el suero de un animal viejo sería mas inhibid01·, ante 
una cultura de tcjidos. 

De estc modo, el tejido, bañado o el estroma afecto 
dc scnectud tcndría rcducido al mínimum su actividad 
de crccimicnto. CARREr~ lo designa con el nombre dc 
índice de crecimiento, de un suero eontrolando el crc­
cimiento de una cultura dc fibroblastos en el suero a 
estudiar y en el líquido de Tyrode eomo tcstigo. Au­
mentando proporcionalmentc el poder inhibidor del pri­
mer mes al catorcc año, el valor vada de 1 a O. 

Por estos proccdcrcs sc obtuvicron culturas, no ya 
solo de lcucocitos, fibroblastos y tejido epitBlial sino dc 
cartílagos y glandulas de secreción interna en especial 
tiroides . .B'ISHER obtuvo en 1921 una cultura de cpitelio 
del iris quD duró en constantc rcnovación un año. Lue­
go la rcprodujo EBELING con mucha mayor duración. 
A basc dc que sea solo cpitelio, pues si cxisten fibro­
blastos invaden la colonia y desaparecen los clementos 
cpitclialcs por lisis, tal ocurrc en los cultivos de piel, 
en que el tcjido conjuntivo del dermis invade el epitc­
lio y los dcstruyc por disolución. Las culturas de fibro­
blastos obtcnidos por la escuela americana han podido 
ser sostenidas durantc 12 años. El hccho dc obtencr 
cultums tiroideas, hace pensar la derivación industrial 
del método para obtencr productos endocrinos, de ela­
boración natuml adificial. 

Existcn una serie muy intcresante de experiencias 
rcalizadas por FISHER, que consistcn en cultivos de sis­
tcmas dc tejido.s, es decil• de órganos a saber: trozos dc 
corazón de pollo, secciones circulares de intcstino, sc 
siembran d(:)terminando un crccimiento global en el que 
predomina el crccimiento fibroblastico o epitelial, per­
dicndo la forma originaria, convirtiéndose en una masa 
pulsatil. En el mismo Instituto Rockefeller dc Copen­
hague, pudo determinar el mismo Profesor, la dificul­
tad de obtcner culturas puras de una especie celular, es 
mas facil obtener una masa tisular que las células en 
zógleas o masas. Sin embargo, las t'xpcriencias de CA­
HREr~ y las de BoRREL demostraran que pueden obte­
ncrse culturas puras de fibroblastos, de células epitc­
lialcs y dc lcucoeitos, conscrvandosc puras mucho ticm-
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po. También FISHER trató de controlar el modo de com­
portarse las culturas ante la presencia de antígenos di­
versos, es decir, probar la reacción biológica de defen­
sa, ante albúminas hete1·ólogas. Y par:ece que sus obser­
vaciones fueron concluyehtes, las culturas tratadas rei­
teradamente por un suero de otro animal resistían mas 
a sn ,Poder Usico, que otras culturas testigos no tratadas. 

Con cstas expcriencias- coinciden los datos encontra­
dos por CARREr. al aumcntar el poder jonnado1· o t?·ó­
fico, por la mezcla de caseína, al terreno dc cultura. 

En presencia de gérmenes específicos como el bacilo 
dc Koch los tejidos cultivados reaccionau, determinan­
do la producción de células gigantes multinucleadas (cx­
periencias de SMr.rH). :mn general puede decirse que 
los tejidos muy separados .del tipo originaria, por clc­
vación de categoría histológica: el muscular y el ner­
vioso, tieliden por el cultivo a sufrir a una desdifcrcn­
ciación volviendo al tipo embrionario y coincide con 
este salto atrcís, la aparición de movimientos fagocíticos 
y la forma esférica. Sc dicc en tesis general que tiendcn 
a monocita1·se, a constituir el tipo histiocítico ·O célula 
indiferenciada que es el mas corriente como tipo estable 
de tcjido cultivado. 

Podríamos seguir extractando opiniones y dcduccio­
nes muy intcrcsantes de los trabajos de:. CHAMPI, Roux, 
CARREr~, BoRREL, LEo, LoEB, GOLDSCHMID'r, FAURE-FRE­
MIE'r, PoLICARD, HERELLE, C. BoHN, CARLE'.roN, Cou­
TIERE, A. H. DREVO, pero nos saldríamos dc los límitcs 
que queríamos dar a este artículo, que no tiene otra fi­
nalidad que la divulgación de un método practico y 
asequible a todo biólogo o histólogo que lc intcrese el 
asunto, de estudios generales cito-histológicos, para tos 
cuales constituyc un método excelente, para poder­
se apreciar células vivas de dimensiones considerables 
y con detalles de fina estructura nuclear y mitocondrial 
de extraordinario interés. Morfología celular, métodos 
de coloración, multiplicación, en una palabra un cxcc­
lcnte método experimental en biología y con aplicación 
aclaratoria de la etio-patogenia del cancer y los tumo­
res malignos, así como derivaciones de índole terapéu­
tica y patogenética, que es posible descubran en un por­
venir no lejano, las grandcs incógnitas que rodcan a 
las ncoplasias malignas. 


