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INTRODUCCI ON 

La adhesividad celular es una propiedad fundamental de 

la célula, l a cual interviene en procesos de desarrollo, ta 

les como mig raci6n celular durante la embriogenésLs y mor fa 

génesis en respuesta a matrices particula res extracelulares; 

interviene ~n procesos homeostáticos tales como estabili-

dad de tejidos y 6rganos, trombosis , inflamación y repara-

ci6n de heridas. 

La adhesividad celular también Lnterv1ene en la patolo 

gía de algunas enfermedades como el comportamiento invasivo 

y metast~tico de células malignas, así como en el funciona 

miento de las plaquetas y leucocitos. 

Se han carac t erizado dos t ipos de estudio sobre la adhe 

sividad celular : adhesión célula-célula y l a adhesi6n de l a 

c élula al sustrato extracelul ar . (fig 1) . 

El presente trabajo es conce rniente a l segundo fen6meno , 

realizado en células ast r ogliales . 

Se han reportado estudios realizados en células epite l i~ 

les y fibroblastos , los cuales muestran ~lgunos aspectos del 

fenómeno de la adhesividad celular y algunos de estos e studi os 

revelan que hay mecanismos que son comunes en ambos sistemas . 

El desarrollo técnico del cultivo de c élulas, ha adqul 
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Figu r a 1 .- Adhe sividad celular al s ustr ato . 

Esquema de dos estados morfo169l 

cos celulares : al célula no adhe 

rida ; b) Célul a adherida al sus -

t ra t a . 



rido gran impo rtancia , pues r epr esenta un buen modelo que 

facilita el estudio tanto de aspectos morfológicos como 

bioquímicos de poblaciones celulares , humogéneas y especí 

ficas . 

~10'<FOLOGIA CELULJ\H 

En las células q ue se cultiv an existen estados morfo16 

gicos cambiantes y ello de pe nde al menos en parte d e la re la 

ción que existe entre la célula y el sus trato , as í como del 

tipo de célula del que se trate . 

En las células que se cultivan en monocapa (como fibro 

bIas tos y epiteliales) , se encuentran pr ~nc~palmente dos con 

formaciones diferentes : esféricos y polari zados (Grinnell , 

1976) . Los estados esféricos en buena proporc 16n son carac 

terísticos de cé~ las que t oda vía no se han adherido al sus 

trato , o b i en células adheridas que van a sufrir el proceso 

de divisi6n; normalmente cuando dichas cél u las se fijan al 

sustr,]to adecuado , adquieren gradualmente la forma polarlza 

da , aplanada., cxt_cnd ida . Las células en estas condiciones , 

pres entan do s zo nl ;; estructurales diferentes : 

al Zo na C"811 tral o endoplasma , en la cual se encuentran 

el núcleo y l o s o r1anelos celulares . 

b) Cito ¡:. l asma lamelar, o lamcl op l asma , _Iue es l a zona -

perlférica en la cual no se encuentran organelos y es la zona 

en que se loc<l liza n l o s 5~tios de adhesi6n con el sust:rato, 



.. , 

(Vasiliev y Gel fand 19 76a) . Las c~lulas antes de apl~ 

narse tienen periferia circular y e l lameloplasma pre 

senta fo rma de anillo alrededor del endop l asma . En -

las células aplanadas que inician el e x tendimiento , el 

lameloplasma pierde la apariencia de anillo antes men

cionada para dividirse en var ias áreas o " compartimie~ 

t os " disc r etas, localizadas en la periferia de la célu 

la. 

La por ci6n de la célula q ue hasta ahora se ha con 

siderado que juega un papel importante en la transici6n 

de la célula de un estado morfológico a o tro que se ha 

denominado "capa cortical submembranal ", (Vasiliev y -

Gelfand. 1976) . En esta proci6n de la célula o tros au 

tores han reportado que se encuentran estructuras a las 

que han denominado citoesqueleto . (lazarides E . 1975) . 

La capa cortical es una "zona " localizada inmedia 

tamen t e por debajo de la membrana celula r, de 0 . 1 - 0 .5 

m de espeso r y puede observarse en toda el área celu-

lar , pero particularmente f orma parte de la estructura 

pseud6podos y del lameloplasma celular . Ln dicha capa -

cortical las estructuras observadas con mayor frecuen

cia son las llamadas microfilamen tos de 4 a 7 nm . de diA 

me tro. Estos filamentos contienen actina polimerizada 



(Lazarides y N'eber, 1974; 

1975 ) . 

Lazarides 19 75; 
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Pollack e t a l, 

Cuando las c~lulas son o bservadas al microscopio ele~ 

tr6nico, se encuentra q ue la mayor p arte de actina polimer~ 

zada se locali za en l a capa cortical de células en cultivo 

(Buckley y Por~e r , 1967; Goldman et al ., 1975) . 

Grandes cantidades de actina se han encontrado tanto -

en células musculares y no musculares (Weber, et al . , 1974) . 

Se ha o bservado (Spooner et al ., 1971; Wessel s , et al ., - -

1973), que los microfilament os de ac tina p resentan dos tipos 

de configuraciones en la capa cortical : 

al Una matr i z t ridimens ional de microf ilamento s sin un 

patrón regular v i sib l e , resultando imposible di stinguir mi-

drofilamentos individuales . 

b) Paquetes de rnicrofilamentos paralelos , l os cua les -

se localizan en o t ras §reas de la c~lula (cerca a la perife

ria) , y es posi bl e observar l os por inmunoflucrescencia indi

rec ta, una técnica descrita por La z <lrides (1975a) . Con dicha 

técnica , los microfilamentos se ven como f ibras tensas en la 

célula (Buckley y Porter 1967 ; Goldman , 1975), localiz§ndo

se dichos mic r ofi 1amentos en la zona o "estructura de adhe-

si6n" q ue forman los p~eud6podos cuando las células se encuen 

tran en contacto con el sustrato. 
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La estructura cortical que contiene los microfila 

mentas de actina provee suficiente estabilidad mecáni- 

ca a la célula y al mismo tiempo le permite move rse y -

cambiar de f orma , por lo que se considera que los micro 

filamentos o r ga nizados son respon s ables de formar una es 

tructura celular con capacidad plástica para generar los 

cambios de forma y movimien t o . (G r innell , 1976) . 

El mayor componente de los rnicrofilament o s citoplá~ 

micos e s tán constituidos por actina y posiblemente la-

miosi~a provee la energía necesaria para los eventos de 

movilidad celular . Así se ha reportado que el citoesq~ 

leto p rovee las b a ses mecanoqu!micas de muchas activida

des celulares como son ; la motilidad cuando la célula se 

adhiere a sustratos s6lidos , fagocitocis , procesos de se 

creci6n , divisi6n celular y posiblemente interviene en la 

regulaci6 n topográfica de la membrana celular e n la redis 

tribuci6n de las p roteínas y las intercone xciones funciona 

les de la membrana con el n6cleo , (We i hing, RR .. , 1976) . 

En estud i os recientes de microscopía de interferencia 

esfectuados en fibroblastos, se ha observado que las fibras 

de tensi6n formadas por actina (Goldman , 1975) , se encuen -
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tran e n relaci6n directa con el patr6n de adhesi6n (Kolt~ 

cher y Weber, 1978 ; Andrew , Badley et al ., 1980), obser 

v~ndose que cada estructura de adhesión se encuent r a re-

l acionada con a l menos una fibra de tensión . 

y Weber, 1980) . 

(Koltscher 

Las principales estructura s de adhesiÓn que se f o r-

man cuando la célula entra en contacto con el sustrato,

se han denominado en vase a su dimensión y forma : (f i g 2 ) 

f.liCrOespiculas, que son procesos cilíndricos o cóni

cos de 0 . 4 a O. 5 )1ffi de di§.metro . 

Hic r ovilli , que son procesos de menor diámetro , de -

0 . 1 - Q. 2 .fi m. 

Fi lopodios . que son extensio nes con diámet r o inter

medio entre los do s anteriores C :') Il longitud de 10 a 20 jl m. 

Larne lipocl i os, son extensi ones ap lanadas, usualmente -

de 0 . 1 a 0 . 5.)1m . , de ancho cuand 0 se encuentran en la pe r! 

feria celular , las extensiones c itop lásmicas que se encucn 

tran en la cara superior de la c~lula , se denominan rufl es . 

Blebs , (burbujas), son estructuras con forma esf~r ica 

o semiesf~rica de 1.0 a 2 . 0 ~ m ., de diámetro . 
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Filopoctio 

Lamelipodio 

/ 
F'ilopodio 

Figura 2 .- Esq uema do diferentes tipos de micro 

e xtensiones citoplásmicas. 



.. 9 

ADHESIVIDAD CELULAR AL SUSTRATO 

La adhesividad celular es una propiedad de la célula, 

(Grinnell, 1976a). y es un fen6meno que se presente tanto 

in-vivo en los tejidos de animales multicelulares, como io

vitro en células en cultivo. 

El fen6meno de ahesividad celular es un proceso di~! 

mico en el cual hay una secuencia de eventos tales como: 

contacto inicial con el sustrato, reorganizaci6n de las -

prote1nas de superficie las cuales migran a una zona deter 

minada de la célula, (cappingl, (Rayan et al . , 1974), apl~ 

namiento celular y formac i 6n de microextensiones citopl!s

micas que forman a su vez los enlaces de adhesi6n , el na-
cleo se hace visible, y la célula pierde su forma redondea 

da, adquiriendo una forma asteroidea o polarizada , por Gl 

timo, la célula alcanza un estado de equilibrio y su morf~ 

logra es de acuerdo al nGmero y organizaci6n final de los 

enlaces de adhesi6n, (Grinnell, 1976a) así como la reorga

nización de las estructuras del citoesqueleto, (Vasiliev

y Gelfand, 1976). 

Las células que se cultivan en monocapa, requieren la 

adhesión al sustrato, lo que les permite continuar su cre

cimiento y diferenciaci6n normal, (Stocker et al., 1968) . 

Estudios realizados en células que se cultivan en mo-
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nocapa, tales como células epiteliales y fibroblastos 

muestran que éstas se adhieren a una gran variedad de sus 

tratos incluyendo vidrio, varios plásticos, metales, co1~ 

gena, etc.; sin embargo, el grado de adhesiÓn y extensiÓn 

final varía segGn el sustrato utilizado , (Weiss, 1961, --

1962m Rosemberg y Margolis, 1973) . Resultados semejantes 

se han observado en axones e1ongados (P.A. Weiss, 1945; 

Dunn, 1973 , Ebhendal, 1976; Cooper et al . , 1976) . 

Existen facutores que afectan la adhesividad y son -

de tipo físico, fisicoquímico y biolÓgicos, y éstos son -

capaces de afectar el ap l anamiento y extendimiento celular 

(Grinne11, 1976; E1sdale y Bard 1 972) . Entre los facto

res biológicos se encuentran los microexudados celulares -

(elaborados por las propias células en cultivo) (Rosemberg, 

1960) . Estos microexudados contienen glicoproteínas, pro-

teínas an~logas a la miosina, proteínas semejantes a la a~ 

tina , y una proteína de alto peso molecular llamada LETS -

(Vasiliev, Vaheri y Rouslati, 1975 ; Yamada y Patsan, 1977). 

Por otra parte, se han encontrado que factores aislados del 

medio de cultivo, promueven el extendimiento celular una vez 

que la célula se ha adherido al sustrato , (Takeichi, 1973; -

Yasuda, 197 4 ; Millis y Hoyle, 1978). 

Estudios realizados en células epiteliales y fibrobla~ 

tos, revelan que durante la adhesiÓn y extendimiento celu- -
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lar es cuando la célula excreta los microexudados (Maslow 

y Weiss, 1972) . 

Por otra parte, se ha encontrado que el suero es uno 

de los componentes m~s importantes del medio de cultivo, -

el cual interviene en el extendimiento celular (Yamada y -

Patsan, 1977), lo anterior se ha probado en líneas celula

res las cuales requieren de la presencia de suero para adh~ 

rirse y extenderse sobre el sustrato (Grinnell y K. Feld, 

1979) . 

Dentro de los factores físicos que pueden afectar la -

adhesión y el extendimiento celular, se encuentran el tipo 

de sustrato, humedad y temperatura, pues se ha encontrado -

que la adhesión celular puede ser inhibida por bajas tempe

raturas. As!, las células incubadas a 4°C ., no presentan -

adhesión al sustrato (Moscona, 1961); en base a lo anterior 

y tomando en cuenta que en presencia de inhibidores de glic~ 

lisis y de fosforilaci6n oxidativa la adhesi6n celular se ve 

inhibida, se ha propuesto que se trata de un fen6meno depen

diente de energía, (Hichaelis y De1grano, 1971; Juliano y -

Gagaland , 1977; Nath y Srere, 1977) . Otra base para decir 

lo anterior es que se inhibe la formación de extensiones citQ 

pl~smicas (Albrecht-Buheler y Lancaster, 1976) . Sin embargo, 

no hay que descartar la posibilidad de que en células incuba

das a 4°C . aumente la rigidez de la membrana como consecuencia 
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de una transici6n de la fase lipídica (Ueda et al . , - -

1976) . 

Entre los f actores fisicoquimicos que afectan la -

adhesividad celular se encuentra el porcentaje de CO 
2 ' 

la concentrac i 6n de iones contenida en el medio de culti 

vo, pues se ha encontrado que la presencia de calcio y -

magnesio es esencial para el extendimiento celular (Grin 

ne1l 1976b, 1976c) . 

Muchos agentes que bloquean los grupos sulfhidrilo, 

son efectivos para inhibir la adhesividad celular al sus 

trato , (Grinnel y Srere, 1971) . Existemn otros grupos de 

agentes entre los que se e ncuentran alqu~lantes , arsen~ca 

les, mercuriales y otros , (Marroundas, 1975; Juliano y Ga 

galand , 1977) , también inhiben la adhesividad . 

Entre otros inhibidores de la adhesividad ce l ular, 

se encuentran las citocalacina s, las cuales se sabe que im 

piden el movimiento de las microestensiones celulares (Al 

Usan , 1973) . 

Otras sustancias entre las que se encuentran anesté 

sicos locales y tranquilizantes tales como procaína , cIar 

promacina , promaci na , x ilocaína , pantocaina , etcétera, tam 

bién inhiben la adhesividad celular al sustrato cuando se 

agrega n al medio de cultivo, (Rabino:,itz y DeStefano , 

1973 a , 1975). Esta inhibici6n no es reversible, aún cuan 



do las células reciban presi6n por centrifugaci6n hacia el 

sustrato (Grinnell, 1974a). Se ha reportado que estos age~ 

tes inhiben el "capping", (Rayan et al , 1974) y que es pos,!. 

b1e que afecten la estructura de los microfilamentos, (N i

cholson , et al., 1976a) . Estas drogas también han sido pr~ 

bada s para el despegamiento celular de fibroblastos de la -

caja de cultivo, (Rabinovitz, 1974; 1975) . 

Otros estudios realizados en células ganglionales de -

embri6n de pollo con clorpromacina , indican que hay una de

saparici6n parcial de microtúbulos citoplásmicos, con un co~ 

comitante aumento de microfilamentos , (Johan IUberg, et al., 

1977) . 

En el laboratorio, se ha probado el efecto de los fár

macos antes mencionados, sobre el despegamiento de células 

gliales en cultivo, encontrándose que la clorpormacina (fig 

3) en una concentraci6n de 50~M, produce un despegamiento -

celular adecuado, evitando la agragaci6n celular después del 

despagamiento y permitiendo la conservaci6n del mismo grado 

de viabilidad celular. 

Debido a las características antes mencionadas, se eli 

gi6 la clorpromacina para la realizaci6n del presente trabajo. 

Se propone estudiar el efecto de la clorpromacina so-

bre el fen6meno de adhesividad al sustrato de glioblastos en 

cultivo. 
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CHLOROPROMAZ INE 

2 clorO- lO (3-dimefhylominopropyl )-phenOlhiozine 

Figura 3 .- FOrmula de la Clorpromacina . 
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Para facilitar dicho estudio, y en base a observacio

nes microscópicas p r evias , dividiré el fenómeno de adhesi 

vidad el sustrato en las siguientes etapas : (fig 4) . 

a) Asentamiento o contacto celular , es cuando la cé 

lula establece el primer contacto con su sustrato . 

b) Extendimiento celular, que consiste en la forma

ción de prolongaciones celulares al principio cortas y de~ 

pués de mayor longitud , tendiendo la célula a aplanarse . 

el Anclaje, es la etapa en que la célula alcanza un 

equi l ibrio o pseudoequilibrio en la organización de los -

enlances de adhesión entre la célula y el sustrato, adqu~ 

riendo un forma determinada y estable y es una etapa cua~ 

do posiblemente se produce la reorgani zación de los micro 

filamentos . 

OBJETIVOS ; 

En base a lo anterior se plantean los siguientes obj~ 

tivos : 

l . Estudiar el efec t o de la clorpromacina sobre 

el fenómeno de adhesividad celular al sustra 

too 

11 . Estudiar en qué etapa o etapas el fen6meno -

de adhesividad aetüa el fármaco . 
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a) b) 

- -

Figura 4.- Esquema de las etapas de la adhesividad celular al sustrato: 
a) células en suspensión; b) células en contacto inicial 
con el sustrato; c) formación de microextensiones cito-
plásmicas; d) estendimiento celular; e) a ncla je celular. 

1-' 
0'1 
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111 . Estudiar los aspectos generales sobre el 

posible mecanismo de acci6n de la c1orpr~ 

macina . 
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MATERIALES 

MATERIAL BIOLOGICO 

Ratas Wistar - Porton de cinco días de edad con ali 

mentaci6n ad-libitum. 

MATERIAL PARA CULTIVO 

Medio Esencial Mínimo de Eagle, en polvo, (MEM, -

cat o 410-1400, GIBCO, Grans Is1and, New York. U.S.A.). 

So1uci6n de aminoáciso no esenciales, (MEM-nones 

sential a mino acids, cat o 320-1140 GIBCO, U. S.A .). 

Suero Bovino Fetal, en suspensi6n, (Fetal Bovine -

5erum Mycop1asma Tested, cat o 200-6140 GIBCO, U.S.A. ) . 

Trypsina 1;250, de páncreas de cerdo, cato 103139, 

ICN Farmaceuticals, Cleveland, Ohio , U.S.A . 

P./D (+) Glucosa , anhidra, P . ~lolecular 180.2 (Sigma 

Chemical Company) , St o Louis Mo ., U.S.A. 

Penicil i na G. cristalina potáSica, 1 000 000 U.I. -

(Squibb) . 
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Sulfato de Estreptomicina anhidra , P . Molecular, 

1457. Sigma Chemical Company, Sto Louis Mo., U. S.A . -

Cajas de plástico para cultivo en monocapa de Bcm. 

de diámetro, ca t o 3003, (Falcon Plastics, Ox na rd, Ca . -

U.S .A. 

Cajas de plástico para cultivo en monocapa de 3cm . 

de di ámetro, cato 3001 , (Falcon Plastics). 

Bicarbonato de Sodio, P . Mol e cular B4 . 0 (Sigma - 

Chem . Company, St o Louis Mo ., U.S . A. ) 

COLORANTES 

Azul de tripán, Sigma Chemical Company. 

Vi oleta Cristal, Sigma Chemical Company . 

REACTIVOS . 

Clorpromacina P . Molecular 355.3 

Company) . 

(Sigma Chemical -

Acido Etilendiamino tetracético (EDTA), P . Molecular 

336.2 (Sigma Chemical Company). 
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Etile nglicol bis-B- eter aminoetílico (Sigma Chemical 

company) . 

Soluci6n de(PBS), sol . reguladora de fosfatos . (prepar~ 

da en el laboratorio. 

EQUIPO 

Centr í fuga clínica MSE , (USA) . 

Incubadora Hotpak , (Phy l a , P . A. USA . ) 

Espectrofot6metro, (Ziess) . 

Fotomicroscopio invertido de contraste de fases (Z1 

ess - Al emania) . 

Microscopio estereoscopico , (Ziess - Alemania) . 

Micr6metro (ziess- Alemania) . 

Microscopio Electr6nico JEOL, (Japón) . 

Cámara Neubauer, Bright- Line , (USA) . 
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METODOS 

CULTIVO CELULAR PRIHARIO 

Se trabaj6 con cerebro de ratas de cinco d1as de edad, 

en condiones de esterilidad . Se decapitan las ratas con ti 

jera aproximadamente a nivel de la tercera vértebra cervi-

cal. Las cabezas se ponen en un vaso conteniendo alcohol 

al 70% , se lavan r~pidamente dos veces con esta solución, y 

después se lavan dos veces con benzal al 20 % y dos veces más 

con solución salina ist6nica a 37°C. 

Con pinzas finas se eliminan las meninges y los vasos -

sanguíneos vis i bles. Todo el proceso de disección se reali -

za a temperatura ambiente , en un t i empo de aproximadamente -

4-$ minutos por cerebro . 

Cada vez que se sembraron células , se trabajó con tres 

cerebros, a los cuales se les agregó 10 mI . , de solución de 

MEM (MediO de cultivo esencial m1nimo, con glucosa al . 4 %) 

y trispsina al . 05% , los cerebros se fragmentan con tijera 

fian en conrtes de aproximadamen t e 2mm ., se incuba esta mez

cla durante 20 minutos a 37°C . y 90 oscilaciones por minuto 

en un baño de agitaci6n . 

Las células son transferidas con una pipeta pasteur a -

un tubo cónico de 50 mI., con tapón de rosca, el cual contie 

ne 1 mI. de suero bovino fetal (SBF) , se centrifuga a 60 x g 



· · 22 

durante 7 minutos a temperatura ambiente . 

El sobrenadante se decanta y se agraga cuidadosamen

te por cada tres cerebros, 12 mililitros de MEM contenien 

do glucosa al 0 . 4% y suero bovino fetal al 15 %, a 37 °C, -

las células se re suspenden suavemente con una jeringa de

sechable y aguja del nGm. 18 y esta suspensión se pasa por 

un filtro de seda con malla de poro de 145 micras. El fil 

tro se lava con dos mililitros más del mismo medio en el -

que se re suspendieran las células . Esta suspensi6n celular 

se vuelve a centrifugar a 60 x g, el sobresedante se deca~ 

ta y la pstilla celular resultante se re suspende suavemente 

a 37°C en una soluci6n reguladora de fosfatos (PBS) , conte

niendo 0.9 M. de sacarosa, se centrifuga a 60 x g, durante 

seis minutas. 

El sobresedante se retira cudadosamente con un a pipe

ta pasteur, la pastilla se re suspende en 100 mI . de 1'1EH'S 

al 15 % a 37°C y se siembre en cajas de plástico (Falcon) de 

10 cm . de diámetro, agrag ando diez mI. de suspensi6n celu--

lar a cada caja . Las células sembradas se mantienen en una 

incubadora Hotpack a 37°C. en presencia de CO
2 

y humedad a -

saturaciÓn. A las 24 hrs . de haberse sembrado las células, 

se elimina el medio de cultivo por succi6n con aguja y se 

vuelve a agregar MEH ' S al 15%, 10 mI. por caja . A partir de 

este momento el cambio de medio se efectGa cada terce r dla. 

En estas condiciones las células alcanzan confluencia a los 

seis dlas de cultivo. 
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CULTIVO SECUNDARIO 

Se toma una caja de células en confluencia (de culti 

va primario , de seis días de edad), se reti r a el medio de 

cultivo por succi6n , se agregan cinco mililitros de una 

soluci6n de 1-1EMG, a 37°C conteniendo tripsina al 0 . 05 %, 

se incuba durante siete minutos a la misma temperatura (en 

la incubadora), al término de este tiempo, las células se 

despegan suavemente con un gendarme y se transfieren con -

una pipeta pasteu r a un tubo cónico con tap6n de rosca, el 

cual contiene 10 mililitros de MEM'S al 15% para detener -

la reacci6n enzimática, después las células se centrifugan 

durante seis minutos a 600 x g, se decanta el sobrenadante · 

y la pastilla resultante se re suspende en el medio de inc~ 

baciOn (e l cual varía de acuerdo al experimento que se va a 

realizar) , antes de la resiembra , la suspensión celular se 

pasa por una malla de 145 micras, ésto es con el fin de que 

las células quede n disgregadas y uniformemente suspendias, 

(sin grumos) . 

La resiembre se efectúa inmediatamente despue~ del fi! 

trado para evitar la formación de agragados en la suspensión. 

DETERMINACION DEL PORCIENTO DE CELULAS LIBRES y ADHERIDAS 

Para la cuantificación del porcentaje de células libres 

y adheridas se utilizaron tanto método de conteo directo co-
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mo el método de conteo indirecto, en ambos se utiliza el -

microscopio de contraste de fases . También en algunos ca 

sos se usO el método turbidométrico descrito por Grinnell, 

(1976a,b , ) . 

Conteo Directo 

En este método antes de sembrar las células en cajas 

raleOn con cuadrp i cula se ma r can campos y al término del 

tiempo de incubaci6n, se cuentan directamente las células 

adheridas por cada campo y después se hace un promedio de 

contenido de células en los cmapos contados . El conteo de 

las células se efectu6 en un microscopio invertido de con

traste de fases . 

Conteo indirecto . 

En este caso el conteo se realiza en una c á mara euen 

ta glÓbulos, utilizando microscopio de contraste de fases 

en la siguiete forma ; 

Una vez que se han fij a do las células con formol al -

4%, con una pipeta pasteur se recoge el sobrenadan te de -

las cajas de cultivo, el cual contiene las células no adhe 

ridas y se pone en tubos c6nicos de vidrio siliconizados , 

después con un gendarme se despagan las células adheridas 

y se resuspenden en 0 . 5 mI. de formol al 4%, se recogen con 
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una pipeta pasteur, colocándose también en tubos siliconi 

zados . 

Cada tubo, (sobrenadante y adheridas), se cuenta por 

seis veces y se obtiene el promedio de estos datos . 

f.létodo Tllrbidimétr ico . (Grinnell, 1976) 

Al término de cada experimento las cajas son agita 

das a 150 oscilaciones por minuto a temperatura ambiente 

durante 10 seg . , las células que son resuspendidas por -

este procedimiento se consideran no adheridas y se reti 

ran cuidadosamente con una pipeta pastellr y se colocan en 

tubos de v i drio c6nicos siliconi zados . Las células que -

permanecieron adheridas se despegan con un gendarme y se 

re suspenden en 1 mI . de soluci6n reguladora de fosfatos -

(PBS), a 37°C . Estas últimas se transfieren a un tubo de 

vidrio siliconizado; las células no adheridas, se centr~ 

fugan durante 5 min. , a 60 x g , se decanta el sobrenadan

te, y la pastilla se resuspende en 2ml , de PBS y se vuelve 

a centrifugar en la misma forma, posteriormente el paque

te celulcar es resuspendido a raz6n de 1 mI . por tubo . Ca 

da tubo, tanto los que conti - nen las células adheridas co

mo los que contienen las cpelulas no adheridas es leído en 

un espectrofot6metro a 640 nm , dos veces . La concentraci6n 

celular se calcula obteniendo el número total de células -

adheridas y no adheridas . 
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ADHESIVIDAD CELULAR . 

Efecto de la Clorpromaciona Sobre el Fen6meno de Adhesi 

vidad Celular al Sustrato . 

En cajas Falc6n de 5 . 5 cm . de diámetro se agregan -

2.5 mI. de MEM ' S 15% , y se equilibran durante 1 hora en 

la incubadora , después a pa rtir de un cultivo primario se 

o btiene la suspensi6n celular en la fo r ma antes desc r i t a . 

Se agrega 0 .5 mI . de esta suspensión c e lular a cada caja 

y al mismo tiempo las cajas que se incuba rán con clorpr~ 

macina se preparan con las siguient~s concen trac i ones fi-

nales : 0 . 0 , 25 . 0 , 50 . 0 , Y 100.0 M. 

Las células se incuban durante dos horas en la incuba 

dora a 37 cC e n presenc i a de CO
2 

y humedad a saturaciÓn . -

Al término d e l tiempo de incubaci6n s e cuantifica el por

centaje de células adheridas y no adheridas por el método 

turbidimé trico previamen te d escrito . 

Efecto de la Clo r promacina Sobre la Adhesividad Celula r al 

Sustrato . con Respecto al Tiempo . 

A cajas de petri Falcon de 5 . 5 cm. de diámet r o conte

niendo 2 . 5 mI . de MEM'S 15% , previamente equilibradas dura~ 

te una hora en la incubadora, se les agregÓ 0.5 mI . de sus -
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pensi6n celular a un volÚffien final de 3 mI ., se usaron ca 

jas controles y cajas con clorpromacina a las cuales se les 

agreg6 CPC, en una solución de 100 ~l . a una concentraci6n 

final de 50 M. Estas cajas se incuban en condiciones es 

tandard de humedad , temperatura y CO 2 , en los siguientes -

tiempos : lO , 20, 30 , 60 , 90 , 120, 180 , 210 Y 240 min o 

Al término del tiempo de incubaci6n las cajas se agi

tan durante 10 seg. a t emperatur a ambiente , e inmediatame~ 

t e después se agrega 0 . 25 mI . de formaldeh!do, lo que da -

una concentraci6n fina l de formol al 4%. Se dejan las cé-

lulas con el fijador dos horas y después se cuantifica el 

porcentaje de células adheridas y no adheridas por el méto 

do turbidimét r ico . 

Efecto de Agentes Quelantes Sobre el Fen6meno de Adhesivi 

dad Celular al Sustrato Con y Sin Clorpromacina . 

Cajas Falcon de 5 . 5 cm . de c i áme t ro cnteniendo 2 . 5 mI . 

de MEM ' S 15% se equilibran durante una hora en la incubado

ra , después se agrega 0 . 5 m1 de la suspensi6n celular y el 

agente quelante a las siguientes concentraciones finales: 

0 . 0 , 0 . 25 , 0 . 50, 1 . 0, 2 . 0 Y 4 . 0 mM de EGTA 

0 . 0 , 0 . 25 , 0 . 50 , 1 . 0 , 2 . 0 , 4 . 0 Y 8 . 0 de EOTA 

Al mismo tiempo se pone otro lote de cajas en presencia 

de clorpr omacina 50 M Y las mismas concentraciones de EOTA y 

EGTA . 
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Las c~lulas se incuban en condiciones estandard, du

rante dos horas , a l concluir este tiempo , se procede a la 

cuantificaci6n del porciento de c€lu1as adheridas y no 

adheridas po r el m€todo turbidim€trico . 

Efecto de Iones Calcio Sobre la Adhesividad de G1iob1astos 

al Sustrato en Presencia y Ausencia de Clorpromacina . 

Las cajas de pe tri ra1con de 5 . 5 cm. de diátetro con 

teniendo 2.5 mI de MEM'S 15% , se equilibran durante una h~ 

r a en condiciones estandard , despu€s se agrega 0 . 5 mI de -

la suspensi6n c elula r y el CaC1
2 

a las concentraciones fina 

les que a continuaci6n se indican : 0 . 0 , 0 . 5, 1 . 0 , 2 . 0 , 4. 0 , 

8.0 Y 16 . 0 mM . 

Otro lote de c a jas se prepara al mismo tiempo con los 

Iones Calcio en las mismas concentraciones y se les agrega 

c lorpromacina 50 11 . 

Todas las caj as se incuban durante dos horas a 37 °C 

con CO 2 al 10% y humedad a saturaci6n. 

Al t€rmino de dicho tiempo se proce de a cuantificar el 

porcentaje de c€lulas libres y adheridas, por el m€todo tur 

bidimétrico . 

Efec t o de la Temperatura Sobre la Adhesividad de Glioblastos 

Tra tados ~ no tratados con C1orpromacina . 
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Las c~lulas en suspensión se siembran en MEf.l'S 15% 

en cajas Falcon de 5.5 . cm de diámetro con CO
2 

al 10% y 

humedad a saturaci6n, inmediatamente despue§ de la sie~ 

bra, se preincuban estas cajas con las células durante -

10 minutos a las siguientes temperaturas: 

25 , 30, 35 Y 40°C . 

5 , 10 . 15, 20 , 

Una vez que han transcurrido los 10 minutos a la tem 

peratura indicada , todas las cajas se incuban a 37°C en -

condiciones estandard durante dos horas . 

Las c~lulas que llevan clorpromacina se les añadio a 

una concentraci6n final de 50~M . 

Al término del ti empo de incubaci6n a 37°C se cuan

tifica el porcen t aje de c~lulas adheridas y no adheridas 

por el m~todo turbidimétrico. 

ASENTAM I ENTO O CONTACTO CELULAR 

Para conocer el efecto de difernetes medios de incuba 

~ ci6n sobr e este fen6meno , se efectuaron experimentos de O 

a 40 minutos en la siguiente forma: 

Se o btiene una suspensi6n celular a partir de células 

de cultivo pr imario , en la misma forma que para los exper~ 

mentas de adhesividad celular al sustrato, se hace un culti 

vo secundario, de las células en cajas Falcon de 3 cm de d!a 

metro, con los siguientes medios de incubaci6n: 



MEM ' S 15% 
MEM ' S 15% y Clorpromacina 5~M 
MEM G 
MEM G Y Clorpromacina 50~ 
MEM ' S 15% (con suero dializado) 
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MEM ' S 15% (con suero dializado) y Clorpromacina 
5~M . 

Lo s tiempos de incubación para cada medio d e cultivo 

fueron de ; O, 2 . 5 , 5, 10, 15 , 20, 25, 30 , 25 Y 40 minutos . 

Al cumplirse el tiempo de incubación en cada caso , las 

cajas se agitan 10 seg a 150 oscilaciones por minuto y se -

agrega formol a una concentración final de 4% . 

Las células se dejan en el fijador dos horas, al térmi 

no de este tiempo se recoge cuidadosame nte el sobrenadante 

y se pasa a tubos de centrIfuga siliconizados, se decanta y 

resuspende la pastilla en 0.2 mI de la solución de formol al 

4%. A las células adheridas se les añado 0 . 2 mI de la solu-

ci6n fijadora, y se despegan con un gendarme , cada muestra -

de células tanto del sobrenadan te como de las cédulas adheri 

das se cuentan seis veces en el hematocitÓmetro, el porcent~ 

je se saca con la media de estos datos . 

EXTENDIMIENTO CELULAR 

Para conocer el efecto de diferentes medios de incuba-

ción sobre el fenÓmeno de extendimiento celular, se efectua 

ron experimentos de O a 40 min en la siguiente forma ; 

Cajas Falcon de 2 . 5 cm de diámetro se eqUilibra n duran 

te d os horas c o n 1 . 8 mI del medio de cultivo co rrespondie nte . 



Los medios de i ncubaci6n utilizados fueron: 

MEM'S 15% 

MEM'S 15 % y Cl orpromaciona 50~M 

MEM ' S 15% Y EGTA 50~M 
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MEM' S 15%, EGTA 500~M y Clorpromacina 50)1 M 

Una vez concluído el tiempo de equilibrio del medio 

de cultivo en las cajas , se obtiene la suspensi6n celular 

en la forma previamente descr i t a y se siembra 0.2 mI de -

ésta en cada caja de cultivo, se incuba a 37°C , en prese~ 

cia de CO2 y humedad a saturaci6n durante los siguientes 

tiempos para cada medio : 2.5, 1 0, 15, 20, 25, 30, 35 Y -

40 minutos. 

Al término de l tiempo de incubaci6n se agitan las c~ 

jas durante 10 seg, a 150 oscilaicones por minuto a temp~ 

ratura ambiente , se agrega e l formol al 4% y se dejan con 

el fijador durante dos horas, posteriormente se observan al 

microscopio de contraste de fases, después se agrega 0.5 mI 

de una soluci6n violeta cristal al 5% y se espera 15 minu

tos para que se tiña el n6cleo de las células , depsués se -

lava con 1 . 5 mI de PBS, el exceso de colorante y se agrega 

nuevamen t e 1 mI de la soluci6n de PBS. 

Una vez teñido el n6cleo, se obtiene la relaci6n n6cleo 

citoplasma de las células, observándose al microscopio inver 

tido en contraste de fases y con ayuda de un micr6metro se -



obtienen los siguientes datos : 

Diámetro total de la célula 

Diámetro del núcleo 

Forma de la célula (y otros detalles·) 
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Una vez obervadas dichas caracterfsticas se saca el -

porcentaje de células adheridas con el método de conteo di 

recto con la ayuda del microscopiO de contraste de fases , 

ya previamente descrito . 

DESPEGAMIENTO CELULAR (ANCLAJE ) 

Para todos los experimentos de despagamiento ce lular -

se trabaj6 con c é lulas de c u ltivo secundario de 48 horas de 

edad, n o confluentes, en cajas Falcon de 5 . 5 cm de diámetro 

con MEM ' S 15% y en p resencia de CO2 y humedad a saturaci6n . 

Al t~rmino de este tiempo, el medio de las c a j a s se qu~ 

ta por succi6n, se lava la caja dos veces con una soluci6n -

reguladora de fosfatos pH 7 . 3 a 37°C , desués se añaden 3 mI 

de MEM ' S 15% a 37°C, y la sustancia con la que se trabajará , 

(quelante CPC,etc.) . 

Efecto de la Clorpromacina sobre e l Despagamiento Celular 

Una vez lavadas las c a j as de cultivo secundario de 48 

horas de edad , se ag regaron 3 mI de MEM ' S al 15 % y se hiCi~ 

ron dos lotes de caj as, las que s6lo llevan el medio de cul 
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tivo y las que llevan la clorpromacina en las siguientes 

concentraciones: o , 25, 50 Y 100}JM 

Todas las cajas se incuban durante dos horas a 37 °C, 

en condicione s estandar d . 

Una vez cumplidas las dos horas de incubaciÓn, se -

agitan las cajas a 150 oscilaciones por minu t o, durante 1 0 

segundos y se e f e c tfia la cuantificaciÓn del porcentaje de 

c~lu1as adheridas y no adheridas a l sustrato por el m~todo 

turbidimétrico . 

Efecto de EDTA y EGTA Sobre Despagamiento Celular Con y Sin 

Clorpromacina. 

Una vez lavadas las ca j as de cult i vo secundario de 48 -

horas de edad, ( c~lulas no confluentes), se agregan 3 ml de 

med io de dultivo MEM ' S 15% y el agente quelante a una concen 

traciÓn de : 0, 0 .2 5 , 0.50, 1.0, 2.1 Y 4 mM de EGTA y 0, - -

0.25, 0.50, 1.0, 2 .0, 4.0 Y B mM de EDTA. 

Al mismo tiempo se prepara otro lote de cajas en las -

mismas cond iciones y se a g rega c1orpromacina en una concentra 

ciÓn final de 50~M. 

Todas las cajas se incuban durante dos horas en condicio 

nes estandard de humedad , temperatura y CO 2 . Al concluir es

te tiempo se procede a la cuantificaci6n del porcentaje de c~ 

lulas adhe ridas y no adheridas por el método turbidimétrico . 
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MICROSCOPIA ELECTRONICA 

Se incubaron los glioblastos en cultivo secundario -

en condiciones estandard en presencia y ausencia de CPC 

50/~1 durante 60', se fijan con glutaraldehldo y se obser 

van al microscopio electrónico a 5000 aumentos . 

METODOS ESTADISTICOS APLICADOS 

Se aplicaron la prueba de X, sigmma y "t" de " STUDENT", 

ésta ~ltima se aplic6 probando los problemas contra el con

trol y los problemas entre sI . 
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RESULTADOS 

EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES SOBRE LA ADHESIVIDAD CE 

LULAR AL SUSTRATO. 

Efecto de clorpromacina. 

La adhesividad ce lular al sustrato disminuyó en pre

sencia de clorpromacina y esta disminución fue mayor con

forme se incrementó la concentración del f~rmaco, ancanzá~ 

dose (fig 5 ) una inhibición de 60% cuando se utiliz6 - 

CPC., lOO~M. Además, se encontr6 que la viabilidad celu

lar utilizando el fármaco a una concentraci6n de 5g)M se -

conserv6, mientras que a concentraciones mayores el grado 

de viabilidad decrece, llegando hasta un 45% a concentracio 

nes de 100 M a los 120 minutos de incubaci6n en presencia -

del fármaco . Asi pues, la clorpromacina tiene un efecto i~ 

hibitorio importante en la adhesividad de cultivos secunda

rios de glioblastos. 

La velocidad con que se pegan estas células es muy rá 

p ida en los primeros la mino ( 70%) , para luego alcanzar· -

el m§ximo a los 150 mino 

Cuando se estudió el efecto de la CPC a una concentra

ci6n de 50JM sobre la velocidad de adhesi6n de los gliob la~ 

tos, se observ6 que ésta disminuy6 en forma signific ativa -



.. 36 

TABLA I 

EFECTO DE CPC SOBRE LA ADHESIVIDAD CELULAR AL SUSTRATO 

CPC y.M) 

o 

25 

50 

100 

Sin EGTA 
+ CPC 5~ M 

EGTA 500)' M 
+ CPC 5~ M 

% Células Adheridas 

96 . 98 + 0.312 96 . 83 + -
69 . 01 + 0 .4 70 61. 03 + - -
52 .4 8 + 0 . 337 47 . 51 + - -
40 . 51 + 0 .42 6 30.48 + - -

0 . 314 

0 . 618 

0.172 

0 . 292 

Prueba de "t" p. 0.05 

NOTAS: 
l. Tiempo de incubaci6n: 120 minutos. 

2 . Cada punto es la media de seis determi 

naciones por duplicado. 



EFECTO DE CLORPROMAONA SOBRE LA ACJiE SIVIOAO 
CELULAR AL SUSTRATO 
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Figura 5.- Efec to de la concentraci6n de CPC sobre 

la adhesividad al sustrato de glioblas -

tos incubados durante 120 ' en condicio-

nes estandard (37°C , CO2 y humedad a 5a 

turaci6n), la cuantificación del porcie~ 

to de las células se fectu6 con el méto 

do turb i dimétrico . Cada punto es el pr~ 

medio de seis determinaciones por dupli-

cado . 
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durante los primeros 60 min o de incubaci6n en presencia de la 

droga . Por o tra pacte, el nUmero de células totales adheri -

das es menos en aproximadamente un 16% en presencia del fárma 

ca después de los 90 min o de incubaci6n. (fig 6 l . 

EFECTO DE AGENTES QUELANTES SOBRE LA ADHESIVIDAD CELULAR. 

El efecto de concentraciones crecient es de EGTA sobre -

la adhesividad celular es de tipo exponencial y a una caneen 

traci6n de 4mM alcanza una inhibici6n de más del 70%, como -

podrá observarse en la fig ura ( 7 J, esta inhibici6n es bas-

tante significativa . El efecto de EDTA hasta una concentra -

ci6n de 2 mM tiene un efecto cuantitativa y cualitativamente 

muy similar al EGTA pero por arriba de estas concentraciones 

el EDTA tiene un efecto mayor , logrando una inhibici6n de más 

de 95% a una concentra ci6n de 6 . 0 mM . En presencia de 50 M -

de CPC el efecto de los quelatos es similar, (fig . 8 l, 

excepto porque la clorpromacina inhibe el efec t o quelante cuan 

do la concentraci6n de ~ste , está por debajo de 0 . 5 mM Y el -

porcentaje de inhibici6n de la adhesividad es aproximadamente 

un 10% menor cuando no está presente la clorpromacina . Este -

primer efecto tambi~n se hace patente en la curva de concentra 

ci6n de clorpromacina en presencia de 500~M de EGTA (fig . 9 

en la que además hay un aumento en el grado de inhibici6n de -

c~lulas adheridas debido a la presencia del EGTA . 
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TABLA II 

ADHESIV I DAD CELULAR AL SUSTRATO CON RESPECTO 

AL TIEMPO 

t (min) sin epe epe 50,.,.v M 

• Células Adheridas 

10 61. 58 + 0.80 1 16 .92 + 0 . 53 4 -
20 65 .83 + 0.615 33 . 18 + 0 .926 - -
30 72 . 38 + 0 . 516 46. 00 + 0 . 550 - -
60 76.26 + 0 . 397 6 2 . 57 + 2 . 860 -
90 80.78 + 0 . 714 67.88 + 1.100 

120 83 .35 + 0 . 5 49 71. 00 + 0 . 577 -
150 85 . 00 + 0 . 459 70 .92 + 0 . 752 - -
ISO 85 .60 + 0 . 707 7 0 . 87 + 0 . 853 - -
210 86 . 55 + 0 . 374 71.15 + 0.748 -
240 86 . 60 + 0 . 352 71. 00 + 0 . 668 - -

Prueba de "t" P'$. 0.05 

• Cada punto e, la media de seis determina 

ciones por duplicado. 
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Figur a 6 .- Adhesividad de glioblastos al sustrato con 

respecto al tiempo , incubados en condicio-

nes estandard (o) control; (xl con CPC -

50~M. La determinaci6n del porcentaje 

de células adheridas se efectu6 con el mé 

todo turbidimétrico. Cada punto es el pr~ 

medio de seis determinaciones por duplica-

do. 



QUELATO (mM) 

0.00 

0.25 

0.50 

1. 00 

2.00 

4.00 

8.00 

TABLA III 

EFECTO DE AGENTES QUELANTES SOBRE LA ADHESIVIDAD CELULAR 

EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE CLORPROMACINA 

EDTA EDTA + CPC EGTA EGTA + CPC 
5..0/1 M 5j//M 

% C~lu1as Adheridas 

97.96 + 0 . 2 2 80.00 + 0. 27 95.7C+ 0.27 78.00 +1.55 

80.01 + 0 . 14 79.00 + 1.55 80.00+ 0.37 76.00 +1.02 

68 . 51 + 0.21 78.00 + 0 . 58 72.00+ 0.26 75 .0 0 +0 .3 7 

58 . 93 + 0.25 45.50 + 0 . 26 61.01+ 0.13 60.50 + 0.93 

37.75 + 0 .13 17.00 + 0.75 35.71+ 0.17 36.50 + 0.26 

8.01 + 0.30 14.50 + 1.10 28.60+ 0.18 30.00 + 1.55 

1.50 + 0.14 11.50 + 0.67 28.00+ 1.80 29.01 + 1.98 

Prueba de "t" P,;;,0.05 

* Cada punto es la media de seis determinaciones 

por duplicado. 

..,. 
1-' 
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EFECro DE AGENTES OUELANTES S06RE AOHESfIIIDQ.O 
CEUJI...AR Al SUSTRATO 

o H U. 
EGT. 

• 

o~--t---~,---j,--~.;:::,¡::;.~==f,'==:.~ 
OUELATO mM 

Figura 7 .- Efecto de agentes que lantes (xl EDTA, 

(o) EGTA sobre la adhesiv idad de gliobla! 

tos al sustrato incubados durante 120 ' en 

condiciones estanda r d, la cuantificaci6n 

del porcentaje de células adheridas se -

efectuó por el m6todo turbidimétrico. Ca 

da pun to es el promedio de seis determina 

c i o nes por duplicado. 



Figu r a B. 

• . 4 3 

EFECTO DE AGENTES QUEL AN TES EN PRESENCIA 

"OC",Ce'OOC'O'C'"OO'M=C"'C"=' CS08:00"'"-'o""""'e"':.:::"=" 'C"'"'-"'"",,,,::, '00, 

iñ ::::: !,o ,~ 
1'° '\'__0 _____ _ 
¡j 

'" . ''------''----------
,'---~--t,---:,---t,--~,c--;.c--c,c--._~ 

OIJE LATO mM 

Efecto de agentes quelantes (x ) EOTA y 

(o) EGTA en presencia de CPC 5~ M so

bre la adhesividad de glioblastos al -

sustrato, incubados durante 1 20 ' en con 

diciones estandard . La cuantif i caci6n 

del porcentaje de células adheridas se 

efectuÓ po r e l método turbidimétrico . 

Cada punto es e l promedio de seis dete r 

mi naci ones por duplicado. 



EFECTO DE LA CXJ.ICENTRACION DE ClOFlI'R<:lMAClNA 
SOBRE ADHESIVIOAO CELULAR Al SUSTRATO 

O'-------,"'.------i,,~-----,,7,------~"'~ 
CLORPROMACINA ~M 

.. 44 

Figura 9 . - Efecto de la concentraci6n de CPC sobre 

la adhesividad de glioblastos al sustra 

to (xl sin EGTA (o) con EGTA 500~ M. -

Células incubadas 120' ep condiciones es 

tandard; la cuantificaciÓn del porcent~ 

je de células adheridas se efectu6 por el 

método turbidimétrico . Cada punto es la 

media de seis determinaciones por duplic~ 

do. 
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EFECTO DEL CALCIO EN LA ADHESIVIDAD CELULAR 

A las concentraciones usadas, el calcio no tuvo efe~ 

to en la adhesividad de los glioblastos. Por otra parte, 

el calcio en presencia de clorpromaciona produjo un lige

ro aumento en la adhesividad (fig 10 l. Se observO taro 

bién un efecto inhibitorio de la clorpromacina a concentra 

ciones bajas del ion, como ya fue descrito anteriormente, 

aün cuando dicho efecto fue menos marcado en presencia de 

con centraciones crecientes d e c alcio . 

EFECTO DE LA TEMPERATURA SCBRE LA ADHESIVIDAD CELULAR 

A la temperatura más baja que fue la de 5°C . , sOlo

hubo un ligero decaimiento en la adhesividad de los gliO

blastos, o sea que hasta la más baja temperatura usada t~ 

va poco efecto sobre la adhesividad. Sin embargo, en pr~ 

sencia de 50~ M de clorpromacina sr se percibe una tende n 

cia a disminuir la adhesividad de los glioblastos a medida 

que decrece la temperatura (fi9 11 ) . 



. . 46 

TABLA V 

EFECTO DE IONES CALCIO SOBRE LA ADHESIVIDAD CELULAR 

AL SUSTRATO 

CALCIO (mM) Sin CPC CPC 50.)f M 

% Celulas Adheridas 

0.0 93 . 25 + 0. 259 69 . 75 + 0 . 257 - -
0 . 5 93 . 00 + 0 . 316 73. 43 + 0 . 314 - -
1.0 93 . 25 + 0 . 223 75 . 74 + 0 . 204 - -
2 . O 93 . 20 + 0 . 188 77 . 25 + 0 . 225 - -
4. O 93 . 17 + 0 . 255 79 . 50 + 0 . 228 - -

16 . 0 93 . 25 + 0 . 223 85 . 76 + 0 . 163 - -

Prueba de " t " P ~ 0 . 05 

• Cada punto e, la media de seis dete r mi 

naciones por duplicado . 
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EFECTO CE Co " S06RE LA AOHE SJIIIDAD CflUlAR 

~::::==::====A=L==S=U=S='="=="========::=1 "\ 
S ,r- :--------,:::: 
~~ 
¡¡ . " 

,'------,.:-------~,c_----_;",_----_.,.~ 
[Co" mM ] 

Figura 10. - Efecto de la concentraci6n de iones cal 

cio sobre la adhesivi dad al sustrato de 

gliobla s t os cult i vados 120' en condiciones 

es t andard, (x) control ; (o) con CPC 50 

J' M, la cuantificaci6n del porcen.taje de 

células adheridas se efectu6 con el méto 

do turbidimétrico. Cad apunto es el pr~ 

medio de seis determinaciones por dupli -

cado. 
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TABLA VI 

EFECTO DE LA TE~tPERATURA SOBRE ADHESIVIDAD 

CELULAR AL SUSTRATO . 

t (min) Sin CPC epe 50 

• de C~lulas ~Adheridas 

5 83 + 2 . 1 36 + 

10 88 + 3 .2 35 . 2 + 

20 90 + 1.5 44.1 + 

30 90 + 1.2 51. O + 

40 90.5 + 0.85 64 . 0 + 

NOTA : 1 . Células pre-incubadas durante 

lO ' a las temperaturas indicadas, 

e incubadas 120' . 

M 

3 . 5 

5.1 

2.5 

2.1 

0.90 



.. 4 9 

ErECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE AOHESIVIDAO 
. CELULAR AL SUSTRATO 

'OOr------Cc==O~c=~~ ______ , 

,..--------.--.--'--.--. 

0 ________ 

~o 

o x s '~ C,-",,""OOIoO""'. 

o O::' '';U:''I'fIOOOOQU 

OL-".-~-1,.-~~.-~~~~ 10 1$ 20 2 ~ 30 35 40 
TEMPERATURA · C 

Figura 11.- Efec t o de la temperatu r a sobre la adhes~ 

vidad al sustrato de glioblastos preinc~ 

bados a las temperaturas indicadas dura~ 

te 10 minutos e incubados en condiciones 

es t andard hasta 120 ' : (xl sin CPC, (o ) con 

CPC 5VfM . La cuanti ficación del porcen

taje de céulas adheridas se efectuó por el 

método turbidimétrico . Cada pun t o es el -

promedio de seis determinaciones por dupl~ 

cado. 
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EFECTO DE L "::U ERO EN EL CONTACTO CELULAR CON EL S Il"-T RATO 

(la. Etapa :le la adhesividad celu l ar ) . 

Como y Cl se describi6 anteriormente , en los primeros 

la minutos los glioblastos hacen contacto con el sustra

t o . Como p uede observarse en la figura (12) , la veloci 

dad de este fen6meno est~ marcadamente disminuIdo en pre

sencia de c l orpromacina, pero con el tiempo el porcentaje 

de células adheridas e s s610 un 25% menos a l o s 35 minutos 

que en las células control . 

En el medio sin suero, por el contrario,hay un incre

men t o en la velocidad de este fen6meno de tal forma q ue -

entre los 6 - 7 minutos, todas las células que se van a -

adherir ya han hecho contacto con el sustrato . La total i 

dad de las células adheridas es significativamente menor, 

cuando menos en u n 25 %. En medio sin suero y en presencia 

de CPC, todav f a se incrementa un poco más la velocidad del 

contacto celular, de tal fo rma que aproximadamente a los 4 

minutos, todas las células que se van a adherir ya han he

cho contacto . 

Como puede observarse, l a clorpromacina deprime a6n -

m~s (ap r ox . 10 %) el n6mer o de células adheridas. En la -

figura (13 ) , se mues tr a que el suero dializado, pr~ct! 

camente no tiene efecto s o bre e l contacto celular ; sin em 

bargo , la clorpromacina tiene e fe cto sobre el contacto , -



t MEM' S 15 % 
(min) 

5 33.0 + 0.50 

10 61.1 + 0.44 

15 64.1 + 0.30 

20 66 . 1 + 0.65 

25 70.1 + 1.97 

30 72 .0 + 0.3 7 

35 73.0 + 0 .1 2 

TABLA VII 

EFECTO DEL SUERO EN EL CONTACTO CELULAR CON EL SUSTRATO 

MEM ' S 15 %+ MEM MEM + CPC 5~",(M MEM'S 15 % 
CPC 5g,pM Dial 

% Células adheridas 

7.6 + 0 . 30 47.0 + 0.86 35 .9 3 + 1.47 42.0 + 0 .75 -

22 . 1 + 0 . 37 45.8 + 0 . 88 36.43 + 1.19 45 . 5 + 0.60 

30 . 8 + 0.76 46.4 + 0.96 36.16 + 0.55 55 . 3 + 0 . 40 

34.6 + 0.57 44.5 + 0.70 36 .10 + 1. 23 59 . 3 + 0.20 

41.2 + 0.30 48 . 5 + 0.90 36 . 20 + 0.30 67.2 + 0.41 

45.1 + 0.35 47.0 + 0.50 36.13 + 0.35 73.4 + 0.69 

49.1 + 0.35 47.3 + 0.49 36.00 + 0.50 74.3 + 0 . 70 

Prueba de "t " P~0 .05 

* Cada punto es la media de tres determinaciones 

por duplicado. 

MEM ' S 15 % Dial 
+ CPC So/1M 

11.03 + 0 . 55 

24.03 + 0.90 

27.97 + 0.85 

27.06 + 0.75 

27.06 + 1.05 

30 . 33 + 1.66 

29.96 + 0 .5 6 

U1 
f-' 



EFECTO Ot:L SUERO EN EL CONTACTO CEWL.AR AL 
SUSTRATO 'O,---______ -=~~ ________ ~ 

o 

• __ x----" 
- '_,--x _o 

.--.--.---t.~ . .--

.--.--~.--.--.-----.-
O/ 

• COfIT..oo.. " U. ·S "-' ... 

o COfI .. E""e .... cPe !O~ .. 

• "E" 
.. .. ( .. <CPe 50", ,, 

.. 52 

Figura 12 .- Efecto del suero en el co ntacto celular al 

sustrato , en medio: (x) con suero; ( +) sin 

suero ; (o) con sue r o y CPC 50 M Y ( * ) sin 

suero y CPC 50}-l M. células incubadas du--

rante 40 minutos iniciales del cultivo en -

condicones estandard . La cuan t ificaci6n del 

porcentaje de células adheridas se efectu6 -

por el métod o indirecto . Cada punto es el 

promedio de tres de t erminacione s por duplic~ 

do . 
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EFECTO CE SUERO OIAlIlAOO soeRE CONTACTO 

'0r-________ -'CeEOC,UC"'"' ________________ , 

~ • 
..........-~. 

!OO • 
• 
~40 

• 

~ ~~---o 
O 

, 
~ lO , "N ~l~ 

o CON~_eo ... 

O , 
" " '" " '" " 00 

TIE MPO( min ) 

Figura 13 . - Efecto del suero dializado sobre el contac 

to celular con el sustrato: ( x) medio con 

suero dial. (o) con suero dial, y CFC 5~ 

M. La determinaci6n del porcentaje de cé 

lulas adheridas se efectu6 por el método in 

directo. Cada punto es el promedio de t r es 

determinaciones por duplicado . 



" 
decreciendo la velocidad de adhesión y la adhesividad -

celular total, siendo este efecto m~s marcado que el que 

presentó eFe en medio con suero sin dializar . 

EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE INCUBACION SOBRE EL EXTEN 

OIMIENTO CELULAR (2a . Etapa de la adhesividad celular) 

En condiciones usuales, (control) , el extendimiento 

celular o segunada etapa de la adhesividad, ocurre tal co-

mo se muestra en la figu ra ( 14 , 15 y puede obser -

varse que a los 35 minutos alcanza un m~ximo. En presencia 

de 50~M de clorprornacina este fenómeno no se lleva a cabo, 

al menos hasta 35 minutos de incubación , o se manifiesta en 

una forma muy ligera, es como un retraso del fenómeno. (16 

En presencia de clorpr omacina y EGTA 500}fM combina

dos, as! como EGTA 500)lM solo, no se manifiesta, el extendi 

miento en ning6n caso . El mismo resultado se observ6 cuando 

las células fueron incubadas sin suero, con y sin CPC 50)-1 M. 

(Tabla No . 8 ) . (Figura 19 - 20) 



t (mi n) 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

TABLA VIII 

EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE INCUBACION SOB RE 

EL EXTENDIMIENTO CELULAR 

MEM'S 15 % MEM ' S 15% + MEM'S15 % + ~IEM ' S 1 5 % +EGTA500 
CPC 50/( M EGTA 500"p />1 + CPC 50~M 

% células adheridas 

1.78+0 . 68 1.53 + 0.45 1.50+0 . 10 1.4 6 + 0 . 27 

2 . 30 + 1.15 1.58 + 0 . 37 1.54 + 0 . 08 1.58 + 0 . 20 

3 . 00 + 1.55 1.81 + 0 .4 3 1.57 + 0 . 20 1.55 + 0 . 05 

3 . 28 + 0 . 80 1.80 + 0 . 13 1.54 + 0 . 35 1.55 + 0 . 35 

3 . 50 + 1 . 17 1.90 + 0 . 35 1.54 + 0 . 51 1.58 + 0 . 20 

3.78 + 1.07 1.83 + 0 . 66 1.56 + 0.12 1.66 + 0. 20 

'- O + 0 . 55 1. 80:t 0 , 22 1. 52 + 0 . 1 2 1. 73 + 0 . 25 

Prueba de "t" P ~ 0.05 

* Cada punto es la media de tres de t erminaciones 

por duplicado . 

M 

~ 
~ 
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TABLA IX 

EX','ENI!HhEt>TO CELULAR 

MEM'S 15 , 

Di3metro Di~me~ro Di!metro JII> 
celular :!e l del ' 
total~) nue Ieo~leitoplasma 

1. 60 

1. 60 

1. 76 

2 . 00 

2 .4 0 

2 . 80 

1.60 

3 .20 

4. 00 

2 . 0 0 

2.40 

3 . 20 

4. 00 

4,80 

2. 8 0 

2 .4 0 

3.20 

4 . 00 

6 . 4 0 

2.00 

2 .4 0 

2.00 

4. 00 

3.20 

3 . 60 

4 .80 

2.00 

3 . 20 

2. 40 

4. 00 

3.60 

4.80 

2 . 4 0 

3 .2 0 

4.00 

4.80 

6.40 

1.44 

1. 25 

1. 48 

1. 44 

1. 60 

1.60 

1. 60 

1. 60 

1. 60 

1. 44 

1. 60 

1. 60 

1. 60 

2.00 

1. 2 S 

1. 6 0 

1. 6 0 

1. 84 

I. 48 

1. 25 

1.60 

1. 20 

2 . 00 

1.60 

1. 60 

I. 60 

1. 48 

1. 16 

I. 60 

1. 60 

I. 60 

1. 76 

1.60 

I. 60 

1. 76 

1. 76 

1. 76 

- ,-
O. lS 

0.28 

0 .56 

0.80 

1. 20 

1.60 

2 . 40 

0 . 56 

1.80 

1.60 

2.40 

2 . 80 

1. SS 

0 .80 

1. 6 0 

2 .1 6 

4. 92 

0 . 75 

0 . 80 

0 .80 

2.00 

1. 60 

2 . 00 

l .20 

0 . 52 

1. 4'¡ 

0.80 

2.40 

2.00 

3.0 4 

0 . 80 

1.60 

2.24 

3.04 

4.64 

.. ~ 

Carac ter is t icas 

obse~v",das 

Hay formación de 
m,crov;llí y micro 
espículas en 80 , 
de las cOlulas tO
das con fo r ma esf~ 
rica. 

Un 80\ de las cOlu 
las redondeadas , nu 
cIe o conspicuo en 
todas hay microvi
lli, microesplculas 
\' blebs, 20 \ de ¡a s 
célula" en forma -
"meboidea, las pro 
longaciones distrI
buidas u n i fo rmemen 
t e en las cé l ula. 

un 70\ de l aS célu
las redondeadas, --
25\ con forma ame -
boídea , se observa
ron blebs , ¡ a mel1 po 
dios y f11 0podíos . -

Dísm¡nuyó la c a nti
dad de blebs y au -
mentan lame llpodios 
y fllopod í os , la ma 
)'orts son células -
asteroidea". 

~s mayoría d e las 
células con forma 
asteroidea , hay -
rufles y filopo -
d,os de va r los ta 
manos , e xtensiones 
h a s t a de 3 .0 , 
se han forft'llldo la 
mel ipodios. 

Ya nO se observ~n 
_-é,,-: ~s redondea
das . El nllcleo se 
ve apl anado,hay -
lamelipodios y fl 
lopodíos,célula,,
con forma aster01 
dea . -

s,.. " bsc rvl'In mayor 
"t",,, ro de lalOlli
i",.] 'O& , ll'l modo
Joq f" celular se
",eJan~e a la ob-
servada l'I los lO' 
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TABLI\ " 
EXTENDIHIENTQ CELULAR 

"",' , lS \ + EGTA SO O/, H. 

t .. in , cel Di.imetro Di&metro Di.1Joetro )" c aracte rísticas 
c elu lar do> d.' 
total ()n nOeleo y.' citoplasma o bservad a s 

, 
" 1. 60 1. 48 0 . 12 '" células se 

" 1.44 1.44 ""' esféricas, , -,- ,," prolo nqaelo-
nes e i topU.smicas 
únic"",ente mue ll -
tran un delqado 
ani ll o al r ededor 
d.' no.cleo. 

" " 1.60 1. 48 0.12 '" Cé lulas r e d o.':!. 

" 1.44 1.44 deadas . y poco 
aplanada ll. 

" " 1.44 1.44 -,-
" 1. 60 1. 44 0.12 

" 1. 60 0 .96 0.64 

'" " 1.44 1.44 -, -

" 1. 60 1.6 0 -,-, 1.60 1.44 0 .16 

" " 1.44 1. 44 - , -

'" " 1.60 1.60 , 1.60 1.44 0.16 

" " 1.44 1.44 ~élulas redondea-

" 1.60 1. 60 -,- das poco aplanad as 
sin extens i ones el , 1. 60 1.44 0 . 16 toplAsmie as. 

" " 1.44 1. 44' -,-
" 1. 60 1. 60 -,-, 1. 60 1.'4 O. 16 

(1) En n ingOn caso se observar o n extensiones eitopl Asmicas 

y en pocos casos se o bservO un delqado anillo alrededor del - -

il!lcleo. 

(2) 1\ partir de este tiempo el nOmer o de células adheridas 

disminuyO. en 20\ aproximadamente. 
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TABLA XII 

EXTENOUIlENTO CELULAR 

MEM' S 15% , EGTA 50211 !>\. , CPC ';!JI ,.,. 

Di.!lmetro Di.!lmetro Di á metro J}II Caracterís -
t min % Cel celular del del ticas 

total \1<' núcleo yll citoplasma observadas 

, 70 1. 44 1. 4 4 - - • En ningCín caso-

30 1. 60 1. 60 
,e observaron ex-- - tensiones citopU.§. 
micas de ningún -
tipo; todas la, -
células ,e o bser-
varon redondeada s 
y poco aplanadas 

10 7S 1. 44 1. 4 4 - · -
25 1. 60 1. 60 - · -

1> 50 1. 60 1. 60 - · -
50 1. 44 1. 44 - -

20 50 1. 60 1. 60 - -

40 1. 44 1. 44 - -
10 1. 60 1. 44 0 . 56 

25 85 1. 60 1. 60 - · -
10 1. 44 1. 44 - -, 1. 4 4 1. 36 0 . 08 

30 85 1. 60 1. 60 - · -

10 1. 44 1.44 - · -
5 1. 44 1. 36 0 . 08 

]S 85 1. 60 1. 60 - - En este caso el nu 

10 1. 44 1. 44 
cleo e, observado - - anillo cito-con un 

5 2 . 00 1. 44 0 . 08 pl<'ismico alrededor 
de él. (No hay ex-
tensiones citopHi..§. 
micas . 

* Estas observac i ones fueron constantes hasta los 30 ' , en que 

no hubo propiamente ning ún indicio de extensión citopl.!lsmica . 
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EFECTO DE OIF'E RENTES ~EOIOS DE INCUBACION 
SOBRE EXTEN DIMIE NTO CElULAR 

, 
" 

• OIEOI¡ " ... 
OOlEots" "' H·C ~. " 
• H U !oOO~ " 
• uro ,.;IO~ .. . CPC "'~ .. 

15 20 25 ]O ' 5 4() 

TIE ~ PO I minl 

Figu r a 14 . - Efecto de diferentes medios de incubación 

sobre el extend i miento de glioblastos du-

rante los prime ros 35 ' de cultivo; la 11 

nea marca el di§metro de un glioblasto an 

tes de inic i ar el proceso de extensión ci 

topl§smica . (xl MEM ' S 15%; {ol MEM ' S 15% 

y epe 50)'M ; (+l HEM ' S 15% y EGTA 50~ M; 

( e l EGTA 500/ M Y epe 50;«M. La determi-

nación del di§metro se efectuó al mic r osco 

pio de contraste d e fases, con ayuda de un 

micr6metro . (método directo), cada punto 

es el promed~o de 12 campos contados por -

caja . 



a ) 

, ) 

• ,6 1 

b) 

d) 

El 

Figura 15 .- Microfotografía en contraste de fases a 128 aumentos 
de glioblastos incubados durante los primeros 35 min 
de cultivo en MEM ' S 15\: al 5 '; b) 10'; el 1 5 '; -
d) 20 ' ; el 30 '; f) 35'. (Detalle en el texto). 



a) b) 

e) 

, 

e l fl 

Figura 16.- Microfotografías en c ontraste de fase s a 128 aumen
tos de glioblastos inc ubados durante los primeros -
35 min del cultivo en MEM'S 15% y CPC SO,)lM. 
al 5 ' ; b) lO'; el 15 ' ; dl 20'; el 25'; fl35'. 

(Detalles referidos en el texto). 
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a l bl 

e) d I 

Figura 17 . - Mierofotograf!as en contraste de fase s a 12 8 

aumentos del efec t o de MEM s obre el exte ndi 

miento de glioblastos incubados los primeros 

35 mi n de cultivo en condiciones estandard: 

al 5 ' ; bllS'; e) 25 ' ; dI 35 ' . (Detalles 

en el texto). 
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Figura 18.- Microfotografías en contraste de fases a 12 8 

aumentos del efecto de CPC 50~M en ~¿M s o bre 

el extendimiento de gliob1astos incubado s d u

rante los primeros 35 min de cultivo en condi 

ciones estandard : a) 5' ; b) 15'; e) 25 ' ; 

dI 35. (Detalles referidos en e l texto). 



,) 

po ~ o '" 
~ 

" , , 3 , -

o 

;o " o , " 
o • <f C~ ~ 

" 
< 

.,. 
6 

C. o e 
-- ¿ b) 

e- • - ,~ e < , " ~ ~ 

" () e .. • 

e) 

Figura 19 . - Microfotografías en contraste de fases del efec 

to de EGTA sobre el extendimiento de glioblas

tos durante los primeros 35 min o de cultivo en 

condiciones estandard: al lO'; b) 20'; el 35'. 

(Detalles en el texto). 



(\ 

o e O ., o " 
o o 

C> o 

" al bl 

e) d) 

Figura 20 .- Microfotografía del efecto de EGTA y CPC 5~M 

sobre el extendimiento de glioblastos durante 

los primeros 35 mino de cultivo en condicio

nes estandard: al 5'; bl15'; el 25'; d) 35 '. 

(Detalles referidos en el texto ) . 
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EFECTO DE CLORPRO~~CINA SOBRE DESPEGAMIENTO CELULAR . 

(3a . Etapa de la Adhesividad Celular) . 

Esta etapa de la adhesividad celular o anclaje, se 

determin6 midiendo el efecto tanto de la clorpromacina -

como de agen t es quelantes en el despegamiento o des pren

dimiento de l a célula de su sustrato , (glioblastos en cu! 

tivo no confluentes) . La clorpromacina present6 un efec-

to muy marcado en la morfología de la célula , pues la gran 

mayoría de las células se retrae n y t ienden a la fo r ma es 

férica . Sin embargo , CPC tiene un efecto menor que en el 

caso de la adhesividad , es decir, CPC a la concentraci6n 

de 50 M despega aprox imadamente 20% de glioblas t os adhe-

ridos. (fig . 21 ) . 
EGTA a una concentraci6n de 4 . 0 ~~ despega una cont~ 

dad similar de glioblastos que la clorpromacina, (20%) . (22) 

En cambio , el EDTA ti e ne un efecto mucho mayor a una 

concentraci6n de 2 . 0 mM desprendiendo por arriba de un 70 

por cien t o de las células adheridas . El efecto de EGTA o 

EDTA en presencia de clorpromacina es muy similar a su -

efecto en a usencia de la misma . (Fig . 23) . 

RESULTADOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA 

Al observarse los glioblastos incubados en presencia 

de clorpromacina 50 M, se encontr6 que aument6 la organi 

zaci6n de los filamentos, encontrándose principalmente en 

áreas cercanas al n6cleo y aparentemente el n6mero de los 
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mismos es nayor comparado con l as células incubadas en con 

diciones estandard . (Fi" . 24) . 

PRUEBAS ESTADISTICAS 

Las pruebas estadísticas aplicadas'lí"y "t" de " STUDEHT" 

indican que los da t os son altamente significativos, pues -

la "t" calculada para cada caso resulta ser mucho mayor que 

la "t" de tablas, excepto en un caso (la concentraci6n 2 M 

de agentes quelantes sobre la adhesividad celular) . 
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'":'ABLA XIII 

EFECTO DE C1"(" SOBRE DESPEGAl-lIENTO DE 

GLIOBl,JI.S TOS EN CULTIVO 

0.0 

25 . 0 

50 . 0 

100 . 0 

% de células adheridas 

93 . 0 + 2 . 5 

75 . 0 + 1.2 

70.0+1.1 

69 . 5 + 2 . 7 

NOTA ; Las c~ 1u1as fueron incubadas 48 h 

antes del e xperimento en condicio~ 

nes estandard . Cada punto es la m~ 

dia de se i s determinaciones por du 

p1 icado . 



· . 70 

EFECTO O€ CLOfIPROMAClNA, sceflE DESPEGAhlIEN1tI 
CELULAR 'OO'C-------____ -Cc==cC-________ , 

" ' O 75 "'" CLOR~ACINA J' IA 

Fig ur a 21 . - Efec t o de epe sobre el despagamien t o cel~ 

lar , células e n cultivo secunda r i o incuba 

da s 48 horas antes del experimento , (no -

confluentes , i ncubadas 120 ' en presencia 

de CPC y en condiciones es t andard . ) . La 

c uantificacipon de porcentaje de células 

adhe r idas se efectuó por el m~todo turbid! 

métrico . Cad a punto ~s el promedio de - --

seis determinaciones por duplicado . 



QUE LATO (mM) 

0.00 

0.50 

1. 00 

2 .00 

4 . 00 

8 .00 

TABLA IX 

EFECTO DE AGENTES QUELANTES SOBRE EL DESPEGAMIENTO CELULAR 

EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE CPC 

EDTA EDTA + CPC EGTA EGTA + CPC 
50)m 50/,< M 

% células adheridas 

91.16 + 0 . 41 90 . 4 + 0 . 54 96.00 + 0.16 96 . 01 + 0.16 

87.46 + 0.38 82 . 5 + 0.34 91.96 + 0 . 30 95.96 + 0 . 08 

82.02 + 0.23 73 . 4 + 0.37 87 . 01 + 0.14 94.00 + 0.14 

28 . 16 + 0 . 29 30 . 4 + 0.39 82 . 00 + 0 . 15 90.00 + 0.16 

23 . 98 + 0 . 29 20 . 5 + 0.14 78.48 + 0. 20 88 . 68 + 0.56 

22.0 1 + 0 . 19 17.9 + 0 . 10 76.48 + 0.20 78.48 + 0.36 

Prueba de " t P ~.05 

* Cada punto es la media de seis de t erminaciones 

por dup l icado . 

-J 
1-' 
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EFECTO DE AGtNTES QUELANTES SOEIRE DESPEGA. 
MIENTO CEWtAR 

" 8 • • • 
~ • (afA 

" o fDU 

~ 
~ • • o 
" • • 

~ _ ____ ,o 

" 
o , , • , • , • 

OUELATO mM 

Figura 22 . - Efecto de agen t es quelan t es (x ) EGTA y 

(o) EDTA sobre el despegamiento de gli~ 

b l~stos e n cultivo secundario de 48 hrs 

de edad , incubadas en co ndiciones estan 

dard ; la cuant i ficación se efectUó por 

el m~todo turbidim~tr ico . Cada punto es 

el promedio de seis determinaciones po r 

duplicado . 



EFECTO DE AGENTES OUELANTES SOORE OESPEGoIL 
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Figura 2 3 .- Efecto de agentes quelantes (o ) EGTA y 

(x ) EOTA sobre el despegamiento de gli2 

blastos en cultivo secundar i o d e 4 8 h r s 

de edad , incubadas 120' en presencia de 

CPC 5 0 /" M; la cuanti f icaci6n de l porce~ 

taje de c6lulas adheridas s e cfcctu6 por 

el r:l~todo turbid i,métrico . Cada pun to es 

e l promedio de seis determini"tcioncs po r 

duplicado . 



a) 

Figura 24.- Ultraestructura de glioblastos incubados 

60 min a)con MEM'S 15%; b)con CPC 5~M; 

5,000 aumentos. (Detalles referidos en 

el texto). 
- ..¡ 

-'" 

" 
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DISC USION 

EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES SOBRE LA ADHESIVIDAD CELU 

LAR AL SUSTRATO 

Tanto EGTA como EDTA y CPC tienen un efecto inhibidor 

sobre el fen6meno de adhesividad celular al sustrato y aan 

cuando CPC tiene un efecto significativo sobre el fen6meno, 

éste es menor que el efecto de EGTA y menor aan que el de 

EDTA, pues este al timo bloquea casi completamente la prim~ 

ra etapa de adhesividad . ifig. 7l . 

En p resencia de las tres sustancias las células que se 

pegan a la caja de cultivo permanecen redondeadas. Lo ant~ 

rior sugiere que el efecto de las tres sustancias sobre la 

primera etapa es a nivel de la membrana celular, pues se ha 

reportado que agentes quelantes alteran la superficie de mem 

brana (Schreiner, et al., 1976) y que CPC a ltera la distribu_ 

ci6n de macromoléculas de superficie (Braun , 1978lademás que 

modifica la fluidez de la membrana plasmát ica (Halla, et al . , 

1980l . 

Es posible que los quelantes, EDTA y EGTA actaen a tra_ 

vez de su efecto quelante en el caso de iones divalentes, cal 

cio y magnesio los cuales son importantes para el fen6meno 

de adhesiv idad (Okada, 1974 ) o que la acc16n de estos agen 

sea directamente sobre proteínas de membra na (Schreiner, --

1976) . 
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Lo anterior puede explicar el efecto de las t res sus 

tancias s obre la primera etapa de adhes ividad celular . 

Un descenso en la temperatura a 5 °C no imp idi6 q ue las 

células se fijaran a l sustrato , adem&s ésta s permanecen re 

dondeadas si se mantiene esta temperatura. 

La aparente carencia de efecto de la temperatura sobre 

la primera etapa de adhesividad se ve modificada en presen_ 

cia de CPC figura (12 ) , as! a menor temperatura mayo r es el 

efec t o de CPC . Estos resultados indican que la temperatura 

interfiere con el fen6meno fisicoquímico de esta primera 

etapa de adhesividad, pues el efecto aislado de temperatura 

sugiere que esta primera etapa no es dependiente de energía . 

ETAPAS DE LA ADHESIVIDAD 

La observac iÓn diH' ctél en e l tiempo del fen6meno de adh~ 

sividad en el microsc0pio de contraste de fa~es muestra que 

éste es un fen6meno complejo. Esto y los datos que se acaban 

de discutir obligaron a estudiar con mas detalle el fenómeno 

en tres etapas diferentes . 

Primera Etapa 

Como se indic6 en la secci6n de resultado s, a los 10 mi 

nutos de incubación la gran mayoría de céJuas terminó la 

primera etapa de adhesividad , o contacto celular . Así que pa 
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ra analizar en el tiempo el efecto de estas sustancias, se 

prob6 el efecto de e pe, de medio sin suero y de medio con -

suero dializado . Se pudo observar que el efecto de epe men 

cionado anteriormente , es un efecto de retardo , pues con 

forme pasa el tiempo, el nümero de células adher i das aumen 

t6, sin embargo a los 35 minutos de incubaci6n la epe mues 

tra un discreto efecto inhibitorio (apr oximadamente 15%) s~ 

bre adhesividad. lo que también se ohserva en medio ~in sue 

ro. Este es un efecto del fárm?co diferente a los ya descr.!. 

tos y es posible que sea un efecto t6xico (Rabinovitch alld 

DeStefano , 1973 , 1975) . 

Por otra parte en ausencia de suero esta primera eta 

pa de adhesividad o contacto al sustrato es mucho más r§pi 

da (fi9 12) aün cuando el porcentaje de células que hacen 

contacto es menor tabla (VII) , esto ültimo posib l emente se 

deba a que algunas células en ausencia de suero no se rec~ 

peran y no puedan continuar el fenómeno de adhesi6n , o bien 

que exista un factor del suero que actúe con un efecto i nhi 

bidor, pero que exista una relación directamente proporcio_ 

nal entre el número de células (densidad celular) y la con 

centraci6n del factor inhibidor y por eso el porcentaje de 

células que hace contacto resulte ser menor·y que en prese~ 

cia del suero la concentraci6n necesari~ del factor inhibi 

dor disminuya, por l o que menor nümero de de células hace con 

tacto, y podr1a ser que un fac tor existente en el suero po_ 

tenciara la acci6n del inhibido r. Tambi én puede pensarse 
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que algun (os) componente (~) del suero in t erfieren o comp~ 

te(n) con éste fen6meno . Esto por ejemplo puede ser por car 

gas i6nicas o por competencia de iones del medio con macro 

moléculas del suero . (LLoyd, et al . , 1976) . 

Debido a lo anterior se determin6 el efecto del suero -

dializado sobre este fen6meno no detectándose ninguna dife~ 

rencia sensible con respecto al suero no dializado, enton 

ces se piensa ql.e es posible que el calcio del suero, que 

es el ónico que se añade al medio de cultivo , es necesario 

para que se lleve a cabo el contacto celular con el sustrato 

y es posible que el factor que inhibe a l contacto celular 

sea de origen macromolecular, pues la velocidad de adhesi6n 

en presencia de suero tanto dializado como no dializado es 

muy semejante (figura 13) . 

Segunda Etapa 

Para estudiar el extendi- iento celular , se determin6 el 

efecto de epe y de EGTA . El efecto de epe sobre el exten 

dimiento celular, fue muy marcado, y es semejante al que 

tiene citocalacina B en este fen6meno (~ririnell, et al ., 

1976). El efecto que tiene el EGTA aunque no fue analizado 

con detalle al microscopio, inhibe el extendimiento celular 

un poco más marcadamente (f i S l~ y ya que éste es un quelato 

con gran especificidad por ca lcio, suqiere que este i6n es 
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indispensable para este fen6meno. 

'l'ercera Etapa 

Como parámetro de estudio para la pri mera etapa de adh~ 

sividad de las c~lulas o anclaje , se usó el desprendimiento 

celular y se determi nó e l e fec t o de CPC y agentes quela n 

tes en este fenómeno. Este farmaco así como los quelantes 

presentan como primer efecto, el cambio de la morfología de 

la c~lula, pues la mayoría de éstas, tiende a redondearse 

en los p rime r os 20 minutos , ésto nos indica que el citoes_ 

queleto de estas células ha modificado su arquitectura , -

(Lazarides, 1976). Después, aproximadamente un 25 % de la 

población de glioblastos se desprende, se puede pensa r que se 

trata de c~lulas que se encuentran en una determinada etapa 

del cic l o c elular más suceptible de desprenderse. 

El efecto de EGTA sobre la morfología y el desprendimie~ 

to celular cuntitativa y cualitativamente (tablalX) es muy -

semejante al de la CPC (fig 22). El EOTA por otra parte, no 

s610 afectó a la morfología (fig22 ) , sino que presentó un -

efe cto mas marcado en el desprendimiento de glioblastos, (mas 

del 70 %) tabla (IX). Esto sugiere que el EOTA, no afecta 

la arquitectura del citoesqueleto sino que en forma directa, 

o bien modifica la membrana plasmática o las proteínas qúe e~ 

t§n involucradas en el anclaje, o bién a través de que lar --
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iones contenidos en el medio de cultivo, o de que lar iones 

que estén formando complejos con estas estructuras (Llold , 

et al., 1976) , y que son necesarias para el fen6meno de -

adhesividad (Grinnell, 1976). 

Del presente trabajo se confirma que la adhesividad ce 

lular es un proceso dinámico, continuo y complejo, constitu~ 

do a su vez por diferentes fen6menos o etapas en secuencia o 

imbricadas en e l tiempo y que le permite a la célula adherir 

se a un sustrato natural o artificial. Se considera que el 

conoce r este hecho permitirá estudiar con mas detalle estos fe 

n6menos y conocer sus mecanismos moleculares. 

Los da t os aquí discutidos muestran que el mecanismo de 

acci6n es diferente y que a las concentraciones usadas los qu~ 

lantes afectan principalmente a la membrana celular mientras 

que la CPC aGn cuando afecta a la primera etapa de adhesivi 

dad, su mayor efecto está sobre la segunda etapa la cuál re 

quiere mayor movimiento celular. 

Esto sugiere que el efecto de CPC es a nivel de ci t oes 

queleto y que a6n cuando no es posible con los datos ob t eni 

dos afirmar si el efecto es a nivel de filamentos intermedios 

o microfilamentos , se observ6 (fig 24) que hay un incremento 

de dichos filamentos visibles a M. E. En caso de tratarse 

de microfilamentos, se podría pensar que el efecto de CPC es 

a nivel de actinas, que son el principal componente de estos 

microfilamentos . 
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CONCLUSION 

De los resultados presentados en este trabajo, se conclu_ 

ye que tqnto EDTA,EGTA y CFC, afectan el fenÓmeno de adhesivi 

dad celul~r e' sus tres etapas, sin embargo el efecto de los -

agentes quelantes es mas marcado en la primera etapa de adhesi 

vidad, mientras que eFC presenta su máximo efecto sobre la se 

gunda etapa o extendimiento celular. 
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RESUMEN 

El proceso de adhesividad celular a cajas de petri -

de pl&stico (Faleon), fue observado durante su desarrollo 

en microscopio de contrase de fases. 

Bas&ndose en estas observaciones se dividi6 el proc~ 

deso de adhesividad, para su estudio en etapas; contacto 

celular con el sustrato, extendimiento celular y anclaje -

y se estudi6 el efecto de Clo r pr omacina, EGTA y EOTA sobre 

dichas etapas . 

La clorpromacina y el EGTA tienen un efecto inhibito 

rio del 20% en el contacto celular , pero el EDTA tiene un 

efecto inhibitorio mucho mayor, 70 %. 

La clorpromacina y el EGTA tienen un efecto similar -

cuantitat iva y cuali tativamente, sobre el extendimiento ce 

lular. 

Finalmente, el despagarniento celular fue usado como -

una medida de l anclaje celular . 

Tanto los que1antes como la c10rpromacina afectaron -

primero la morfología celu lar, pues la c~lu1a adquirió una 

forma redondeada, las tres sustancias despega r on la célula 

de la caja, siendo el EDTA el que presentó un efecto mucho 

m§s marcado. 

En conclusión, las tres sustancias usadas afectaron -

las tres etapas del fenómeno de adhesividad; sin embargo, 

el efecto fue m!s marcado en el extendimiento celular. 



BLEBB: 

CAP : 

.. 8 3 

APENDICE I 

ABREVIATURAS . 

Extensi6n c itoplásmica de uno a dos jU m de diámetro . 

Zona de la superficie celular en la q u e se agre 

gan proteínas de la superficie, las cuales mi 

gran a dicha z ona antes del extendimiento celu 

lar fo rm ando una especie de gorrito. 

CAPPI NG : Migrac i 6n de las pro teínas de superfic ie a una 

CPC : 

EDTA: 

EGTA: 

LETS: 

!-ID1 : 

zona determinada de ésta. 

Clorhidrato de c l o r p romac i na . 

Et i len di am in - tet raacétic o, (sal dis6dica) . 

Etilen glicol - bis B- (amino etil eter) N, N'

acido te t raacético. 

(Large extern al transformation sensitive pro_ 

tein) glicoproteína de P!>! 220 000 que se en 

cuentra en la superficie celular. 

/>ledio de cultivo esencial mínimo de Eagle. 



MEM'S: 

PBS: 
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Medio de cultivo (MEM) , suplementado con sue 

ro de bovino fetal . 

Soluci6n reguladora de fosfa t os (Na 2HP04 4mM , 

KH 2P0 4 1 mM, NaCl 140 mt>1, KCl 2mM), pH 7.3 . 

SBF: Suero de bovino fetal. 

SBF/DIAL: Suero de bovino fetal dializado . 
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