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TECNICA PARA LAS CULTURAS DE TEJIDOS, SEGUIDA
POR EL PROFESOR BORREL, DE ESTRASBURGO

Comentarios a un curso seguido en el Instituto Pasteur de dicha ciudad

por el doctor

A. FERRER CAGIGAL

Catedratico de la Facutfad de Medicina de Barcelona

Bl gran Profesor, emplea para sus culturas una tée-
nica muy parecida a la que realiza para las culturas
de bacterias:

1. Ante todo, utiliza unos fraseos, cuya caracteris-
tica es presentar una cavidad andloga a una placa de
Petri, con un largo cuello; su forma es aplanada de
contorno circular y paredes muy planas y delgadas, una

Adeno Carcinoma

de ellas es movible y se adhiere mediante albimina de
huevo a los bordes, la otra es fija, y su didmetro, varia-
ble, oscila entre 4 y 12 centimetros.

Estos frasecos se esterilizan al autoclave o en estufa
seca y después se les adhiere la laminilla circular a su
abertura con albmina de huevo (para que sea ficil el
desprenderla), que se deja secar y se refuerza con la-
cre o bien con parafina o balsamo del Canada.

2.0 El tejido a cultivar, es cortado muy finamente
en fragmentos de 1 ¢ 2 milimetros, para lo cual basta

(1) Preparacion del liguido de Tyrode:los componentes
del liquido de Tyrode estan repartidos en dos recipientes:
una redoma de Roux y una redoma de 150 a 200 cm. c.

Redoma de Roux Redoma pequefia

Carbonato s6dico seco 126 gr. Cloruro sédico 8 gr.
Agua destilada c. s. p. 900 cm. c. Glucosa 1or.
Filtrar, esterilizar en el autocla- Solucion B 10 cm. c.

ve; afiadir en cada frasco, con
una pipeta estéril, 4‘35 cm. c. de
CIH titulado al 10 p. 100.

Agua destilada c. s. p. 100 c. c.
Filtrada y esterilizada en el
autoclave.

Al usarlas, regular el contenido de la redoma pequefa

con el de la redoma de Roux.

La solucién B, en una solu-

cion mineral concentrada que contiene en 100 cm. c. de agua
destilada: Clk, 20 gr.; Cl, Ca, 20 gr.; Cl, Mg, 10 gr.; Po,H

Ca, 5 gr.

La solucién debe esterilizarse al autoclave.

realizar estos cortes con unas tijeras finas o bien con
bisturi y unas pinzas (las ayudantas del Profesor Bo-
RREL asi lo realizan con gran facilidad y pericia, pues
todos los fragmentos vienen a tener estas dimensiones).

Estos fragmentos o papilla, se depositan en un tubo
de ensayo, que contenga liquido Tyrode (1), se agita
varias veces y se deja decantar, lo que se realiza pronto
tirando el exceso, hasta la obtencion de fragmentos
que estén en un liquido completamente transparente.

3.0 El jugo embrionario, se prepara triturando em-
briones jovenes (de 7 a 8 dias) de pollo, en un tubo
grueso, de paredes resistentes, de eristal, que contenga
perlas de vidrio de unos 4 milimetros de didmetro. Bas-
ta agitar fuertemente para obtenér su fragmentacién
y licuacion, en seguida se le asocia liquido Tyrode (20
¢. c. por 1 gramo de embrién), se emulsiona durante
una media hora, agitando suavemente y se centrifuga
para separar todos los fragmentos o células embriona-
rias. El liquido claro que resulta es el llamado jugo em-
brionario.

Segln el Profesor BorRREL, éste es uno de los tiem-
pos més importantes de la cultura de tejidos, tras la
dilucion y centrifugacion que deben durar una media
hora a 6.000 vueltas, pueden atin quedar restos celu-
lares; si tal ocurre, es preciso recurrir al empleo de una
bujia muy porosa y utilizar mayor cantidad de jugo
embrionario en las culturas.

Los fragmentos a cultivar, después de la decantacion
en el liquido Tyrode, son depositados en el jugo em-
brionario.

Bl plasma es obtenido directamente de la gallina, por
introduceién de una canula parafinada en la carétida,
recogida la sangre en tubos se someten a centrifuga-
cién, recogiende el piasma mediante pipetas de ampolla
para distripuirio inmeaiatamente.

Veamos ahora el modo de realizar la cultura:

Se introduce en el frasco de cultura o placa de Pe-
tri un centimetro ctibico o dos de jugo embrionario,
que confiene los fragmentos de tejido en suspensién
(por regla general cada e. c. 20 6 30 fragmentos). Es
preciso emplear 1, 2 6 3 c. c., segtin la capacidad del
frasco de cultura.

Se afiade el plasma necesario para que por coagula-
cién forme una pelicula en la superficie de la cara in-
ferior del frasco, que englobe y fije en el sitio a los
fragmentos de tejidos, generalmente de 5 a 10 gotas,
hasta 2 e. ¢.; 7 para los frascos de 12 e. de didmetro.




NumERO 52

Durante el tiempo que el plasma tarda en coagular-
se, los fragmentos se decantan, en contacto con la su-
perficie del vidrio.

Una vez obtenida la coagulacién se llevan a la estufa,
previo su tapado con algodén flameado y un capuchoén
de caucht.

La estufa se sostiene a 38° y a las 6.* y 7. hora co-
mienzan a proliferar los elementos celulares.

Despuds de 24 horas conviene introducir en los fras-
cos unas gotas de jugo embrionario con Tyrode (la
misma mezela que habiamos realizado), al objeto de que
por desecacién no se adhiera demasiado al cristal la pe-
licula de plasma que engloba las colonias.

Lias culturas se observan macroseépicamente con gran
vigor, viendo surgir de los bordes una serie de radia-
ciones que avanzan progresivamente y que amenazan
unirse con las préximas, cubriendo toda la superficie
y espesor del terreno. Cada fragmento es un epicentro
de radiacion, y si son muchos, pronto formaran un todo
unido.

Lewis sefiald la necesidad de la existencia de pocos
fragmentos, para que no se produzea la asfixia de mu-
chos y el aniquilamiento o esquilmamiento de la colo-
nia. Asimismo conviene la pequefiez, ya aconsejada,
de cada fragmento al objeto de que no se asfixie el cen-

Sarcoma de Giemsa

tro del mismo; se pueden conservar los cultivos entre
24 horas a 15 dias, si se renueva convenientemente el li-
quido del frasco.
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Para hacer preparaciones histo-citolégicas, se puede

utilizar la parte superior de la pelicula gelatinosa o

bien la inferior, siendo méas apta para histologia la su-
perior y para citologia la inferior.

Sarcoma de Roux

Se pueden seguir dos sistemas para obtener buenos
preparados: Desprender la pelieula y realizar con ella
todas las operaciones de fijacién, coloracion, aclara-
miento, ete., como si se tratase de una membrana or-
ganica cualquiera, o bien utilizar la laminilla de eristal
(pared del frasco), previo desprendimiento del lacre,
cosa muy sencilla de realizar y colorearla como si se
tratase de una extensién bacteriana en porta o cubre.

Se suele utilizar como fijador el dcido ésmico o el
formol, y como colorante, cualquiera de los métodos de
coloracion utilizados en Citologia o Baeteriologia.

w

Por este sencillo método estudia el Profesor BORREL
el sarcoma de Roux y los tumores cancerosos en gene-
ral, asi como los tejidos embrionarios y las estructuras
mitocondriales mas delicadas.

En los fragmentos de fibras cardiacas se pueden ob-
servar contraceiones hasta después de una semana, asi
como en los fragmentos de intestino movimientos peris-
talticos.

Las células nerviosas y sus terminaciones dan exce-
lentes observaciones.

Las colonias pueden renovarse afiadiendo nuevo plas-
ma y pueden durar mucho tiempo.

L}
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Dice BoRREL que, una de las posibles aplicaciones
mas practicas de estos métodos seria la posibilidad de
hacer actuar sobre las colonias métodos de coloracion
con mordientes, anélogos a los utilizados para la de-
mostracion de los cilios bacterianos y para el estudio

Sarcoma de Roux

de los gérmenes invisibles. En 1904, present el Pro-
fesor BorrEL a la Sociedad de Biologia, la coloracion
de cilios bacterianos, al Tanato de hierro, y posterior-
mente fué por él aplicada al estudio del molluscum con-
tagiosum y del epitelioma contagioso, determinando la
coloracion de particulas cromoidales, coloreables por
este s6lo método y que parecian ser agentes virulentos.

Dice el mismo Profesor, “la célula del epitelioma con-
tagioso de los pajaros y la célula del molluscum conta-
giosum humano, deberan ser consideradas como una
célula simbidtica hipertrofiada, conteniendo mierobios
innumerables”.

“El tumor de las nudosidades de las leguminosas nos
da un ejemplo de simbiosis, una célula hipertréfica,
que contiene millones de gérmenes, pero que no son vi-
sibles por los métodos ordinarios, ni cultivables.”

“Nosotros empleamos este método de la sobre-colora-
cién con mordientes para el germen de la peripneumo-
nia, que no se colorea por los procederes usuales.”

“La dificultad del método estriba, en que se colorean
todos los granos que acompafian a las células o gérme-
nes, es decir, la falta de seleceion.”

Para el estudio de la vacuna se recurre a inocula-
cién por varias escarificaciones en la eérnea del ojo
del conejo, a las 24 horas comienza el proceso y a las
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48 las plstulas estan constituidas y pueden verse ma-
croscépicamente. Entonces se extirpa ampliamente y se
conserva en atmosfera htimeda en una caja de Petri
durante 2, 4 6 6 horas a 37°.

Al momento de extirparlo se aplica una ldmina se-
gan el método de EawiNg, se obtienen preparaciones
fragmentarias, trozos de epitelio y gotas de plasma,
pero al cabo de 2 a 4 horas de estufa y siguiendo el
mismo método se pueden obtener laminas enteras de
descamacién corneal, adherentes a la lamina como una
calcomania. Seguramente se produjo una proteolisis de
los elementos intercelulares.

Hasta 10 preparaciones sucesivas pueden hacerse y
en las primeras por el proceder de (GIEMSA obtenerse
muy bellas preparaciones; en cambio en las tltimas, se
obtienen muy buenas; observandose multitud de ora-
nos que no se ven con ningln otro procedimiento,

También se empled este procedimiento al estudio del
cancer, obteniendo huenas preparaciones a base de con-
seguir células en capa uniforme y sin serosidad, asi
fué empleado en el estudio del sarcoma de Roux y el de
(ENSEN, de las ratas.

El sarcoma de PryTox Roux, presenta una particula-
ridad, caracterizada por la presencia de una substan-
cia viscosa, en la cual son las eélulas como los nieleos
de la masa principal.

Sarcoma de Roux

Todo el frotis de tumor fresco fijado y coloreado, por
May GRUNWALD y (GIEMSA, muestran esta substancia eo-
sinofila muy abundante alrededor de las células y en
el interior de las mismas. Los grandes mononucleares
muestran también erandes masas de ella. Esta misma
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substancia se obtiene bajo la forma de granulaciones
en cultivos de 2 a 6 dias a la par que existen otras
granulaciones perinucleares de naturaleza lipoidea.
Muy visibles en las gigantes células polinucleares que
suelen formarse en el centro ‘de la colonia.

Con la fijacion con liquido de Fremixg fuerte (sin
dcido acético y con cloruro de platino) y eoloreandolas
por la-tionina se obtienen excelentes preparaciones en
especial en el sarcoma de Roux, en las que pueden estu-
diarse dos tipos celulares, tal como las deseribia Bo-
RREL: los macrdfagos de tipo esférico y fibroblastos
fusiformes o estrellados. Ambas células tienen unas di-
mensiones mucho mayores que las normales, y en el
centro de las colonias se encuentran enormes macréfa-
gos que contienen cientos de nticleos, de 50 a 600 micras
de didmetro y con, abundantisimo armazén mitocon-
drial. En el interior del protoplasma de los macrofa-
gos, se encuentran granulaciones de grasa, finas y
gruesas.

La sobrecoloracion por fijacién por May (JRUNWALD,
lavado, tanato de hierro, lavado; fuchina fenicada en
caliente, o hien rdpida fijacién en sublimado-alcohol y
sobrecoloracién consecutiva, se puede apreciar que la
substancia eosinéfila que pasa desapercibida por los mé-
todos corrientes, tiene existencia muy marcada en los
fibroblastos y macréfagos gigantes, bajo la forma de
granos pequefiisimos tales como se observan en la va-
cuna y en el mollusecum contagiosum. Dice el prof. Bo-
RREL, que no afirma sean tales granulaciones un virus
vive, pues puede tratarse de una secrecion celular eosi-
nofila y especifica, pero que nuneca se encuentran en
las células embrionarias normales.

Cultivo de tegido muscular liso

Estima el sabio bacteriélogo, que si bien no puede
aceptarse hoy un virus que explique el caneer, tam-
poco puede admitirse la herencia ni el movimiento
anarquico y baeteriofdgico de célula a célula.

El estima que el edncer es de una causa externa y no
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hereditaria: la prueba los ednceres parasitarios de los
animales descritos por él: a saber, el cincer del higa-
do de la rata, por el cisticerco de la tenia erasicola y el
cancer de estémago de la rata y del ratén por la filaria;
el cancer del alquitrdn y tantos otros que se producen

en terrenos preparados por parasitos, nevus, cicatrices,

quemaduras, sifilis, rayos X. Nuestro Profesor es par-
tidario de que todas esas causas precancerosas, intere-
san un sistema celular especial que él designa con el
nombre de trofopigmentario, y que el Profesor As-
cuorr, de Kriburgo, con el de reticulo-endotelial. Este

Células de sarcoma de Roux procedentes de un cultivo

sistema se modificaria por aquellos agentes en edades
tempranas de la vida.

Kl Prof. BorreL aduce como demostrativo de esia
hipétesis, el caso del estudiante Vacrou, inoculado cn
mintscula lesion que no tardé en generalizarse.

Nosotros hemos seguido la téenica del Prof. de Es-
trashurgo y hemos obtenido excelentes colonias de te-
jidos por este sencillo método, desprovisto del gran
aparato que el Prof. BorrEL y EBELING, exigian con
sus métodos de cultura.

Merced a estos métodos se pudieron deducir grandes
hechos biologicos, a saber: la posibilidad de obtener en
una colonia de linfocitos, eélulas andlogas, fibroblastos
v células de caracteres epiteliales. Aseveran estos he-
chos las experiencias de PoLICARD y de DUBREUILH; es
deeir, no sélo el tejido conjuntivo se somete a las leyes de
metaplasia, sino que el epitelial puede ser originado
por el conjuntivo.

Las substancias estimuladoras del erecimiento y mul-
tiplicacion de células se llamarian trofonas y serian pro-
ducto de la secreciéon celular. Dichas substancias se es-
timan de secrecién leucocitaria y serian termolabiles,
destruyéndose a 65° o por desecacién. Existirian otras
substancias que son termoestables y actuarian de inhi-
bidoras del crecimiento. Con la edad del sujeto las pri-
meras disminuyen, las seeundas aumentan. T.os cam-
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bios que segin la edad presentan los sueros en sus pre-
paraciones proteinicas, serian debidos a la mayor o me-
nor abundancia de estas substancias y a igual solucién
el suero de un animal viejo seria més tnhibidor, ante
una cultura de tejidos.

De este modo, el tejido, bafiado o el estroma afecto
de senectud tendria reducido al minimum su actividad
de crecimiento. CARREL lo designa con el nombre de
indice de crecimiento, de un suero controlando el cre-
cimiento de una cultura de fibroblastos en el suero a
estudiar y en el liquido de Tyrode como testigo. Au-
mentando proporcionalmente el poder inhibidor del pri-
mer mes al catoree afio, el valor varia de 1 a 0.

Por estos procederes se obtuvieron culturas, no ya
solo de leucocitos, fibroblastos y tejido epitelial sino de
cartilagos y glandulas de seerecién interna en especial
tiroides. FisHER obtuvo en 1921 una cultura de epitelio
del iris que durd en constante renovacién un afio. Lue-
¢o la reprodujo EBELING con mucha mayor duracién.
A base de que sea solo epitelio, pues si existen fibro-
blastos invaden la colonia y desaparecen los elementos
epiteliales por lisis, tal ocurre en los cultivos de piel,
en que el tejido conjuntivo del dermis invade el epite-
lio y los destruye por disolucién. Las culturas de fibro-
blastos obtenidos por la escuela americana han podido
ser sostenidas durante 12 afios. El hecho de obtener
culturas tiroideas, hace pensar la derivacién industrial
del método para obtener productos endoerinos, de cla-
boraciéon natural artificial.

Existen una serie muy interesante de experiencias
realizadas por FISHER, que consisten en cultivos de sis-
temas de tejidos, es decir de 6rganos a saber: trozos de
corazon de pollo, secciones circulares de intestino, se
siembran determinando un erecimiento global en el que
predomina el crecimiento fibroblastico o epitelial, per-
diendo la forma originaria, convirtiéndose en una masa
pulsétil. En el mismo Instituto Rockefeller de Copen-
hague, pudo determinar el mismo Profesor, la dificul-
tad de obtener culturas puras de una especie celular, es
mds facil obtener una masa tisular que las células en
zogleas o masas. Sin embargo, las experiencias de Ca-
RREL y las de BorreL demostraron que pueden obte-
nerse culturas puras de fibroblastos, de células epite-
liales y de leucocitos, conservandose puras mucho tiem-
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po. También FisHER tratd de controlar el modo de com-
portarse las culturas ante la presencia de-antigenos di-
versos, es decir, probar la reaccién biologica de defen-
sa, ante albiminas heterologas. Y parece que sus obser-
vaciones fueron concluyentes, las culturas tratadas rei-
teradamente por un suero de otro animal resistian méas
a su poder lisico, que otras culturas testigos no tratadas.

Con estas experiencias coinciden los datos encontra-
dos por CARREL al aumentar el poder formador o tré-
fico, por la mezcla de caseina, al terreno de cultura.

En presencia de gérmenes especificos como el bacilo
de Koch los tejidos cultivados reaccionan, determinan-
do la produecion de células gigantes multinucleadas (ex-
periencias de SmitH). En general puede decirse que
los tejidos muy separados.del tipo originario, por ele-
vacién de categoria histolégica: el muscular y el ner-
vioso, tienden por el cultivo a sufrir a una desdiferen-
eiacion volviendo al tipo embrionario y coincide con
este salto atrds, la aparicién de movimientos fagociticos
y la forma esférica. Se dice en tesis general que tienden
a monocitarse, a constituir el tipo histiocitico o célula
indiferenciada que es el més corriente como tipo estable
de tejido cultivado.

Podriamos seguir extractando opiniones y deduccio-
nes muy interesantes de los trabajos de: Caampr, Roux,
CARREL, BORREL, LiEO, L.OEB, GOLDSCHMIDT, FAURE-FRE-
MIET, Poricarp, HEreELLE, C. BouN, CarreToN, CoU-
TIERE, A. H. DREVO, pero nos saldriamos de los limites
que queriamos dar a este articulo, que no tiene otra fi-
nalidad que la divulgacién de un método practico y
asequible a todo bidlogo o histélogo que le interese el
asunto, de estudios generales cito-histolégicos, para los
cuales constituye un método excelente, para poder-
se apreciar células vivas de dimensiones considerables
y con detalles de fina estructura nuclear y mitocondrial
de extraordinario interés. Morfologfa celular, métodos
de ecoloracion, multiplicacién, en una palabra un exce-
lente método experimental en biologia y con aplicacion
aclaratoria de la etio-patogenia del cancer y los tumo-
res malignos, asi como derivaciones de indole terapéu-
tica y patogenética, que es posible descubran en un por-
venir no lejano, las grandes ineégnitas que rodean a
las neoplasias malignas.




