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EL ~ PIEllSAIJIIENJ!D estriba en una mente abiert a y pronta a considerar 

todas las cosas ; una mente humilde que acepta recibir Zas migajas de l os fes 

tines de los sabios ; una mente caritativa que no condena a nadie salvo asi 

misma ; una mente sabaz capaz de ver el bien en todas las cosa y llegar has -

·ta el bien en todas las cosas. 

LA lll!X:rA ICCIO. consiste en prestar los debidos cuidados al cuerpo , en 

hacer el ejercicio apropiado, y en ocupar el l ugar deh'ido en la gran batalla 

material de la vida . El hombre crece poniendose en contacto con todo lo que 

crece. Cuando un hombre es capaz de conocer todas las formas de vida con pla

cer, con consideración con el corazón de alguien que quiere ayudar, y con la 

mente de un estudioso, progresa. 

LA lllfl:JfA IC'rITUIJ significa que todo debe emprenderse con el espiritu de 

amor , de verdad, y con un sincero deseo generoso de prestar ayuda para conve!'._ 

tir este mundo en un lugar mejor donde vivir. Una manera honrada de encarar 

la vida significa alegr i a, espiritu de ayuda y cooperación con todos los que 

~ratan de progresar. Significa consideración para todos, aún cuando no estén 

de acuerdo con nosotros , puesto que comprende que el hombre no debe trabajar 

para el hombre , sino para "DIOS", y que a cada uno le corresponde lo suyo . 

.¡_¡*

Lfl5`I¶ES PEZBHÍG

Elf QflE'SHIIUIRE5 PEEDlÍflB`PEfl LLEGIR'l LI SIHIHHEII
-†_.._._†_.__ ___; -í

EL REED IJÉIIIEHHD estriba en una mente abierta g pronta a considerar
todas las cosas; una mente humilde que acepta recibir las migajas de los fes-
tines de los sabios; una mente caritativa que no condena a nadie salvo asi
misma; una mente sabas capas de ver el bien en todas las cosa g llegar has--
ta el bien en todas las cosas. `

LJ BIC!! lCU¶flI` consiste en prestar los debides cuidedes al cuerpo, en
nacer el ejercicio apropiado, y en ocupar el lugar debido en la gran batalla
material de la vida. El hombre crece poniendose en contacto con todo lo que
crece. Cuando un hombre es capas de conocer todas las ƒbrmas de vida con pla-
cer, con consideración con el corazón de alguien que quiere ayudar, g con la
mente de un estudioso, progresa.

El EEE!! lflïïïfl significa que todo debe emprenderse con el espiritu de
amor, de verdad, y con un sincero deseo generoso de prestar ayuda para conver
tir este mundo en un lugar mejor donde vivir. Una manera honradh de encarar
la vida significa alegria, espiritu de ayuda y cooperación con todes los que

CP; 1:-1- -r_¿-¬tratan de progresar. 'niƒica consideración para todcs, aún cuando no estén

es acuerdo con nosotros, puesto cue comprende que el nombre no debe trabajar
para el nombre, sino para "DIOS", y que a cada uno le corresponde lo suyo.
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Desde principios de siglo los avances conceptuales en el campo 

de Za carcinogénesis quimica experimental empezaron a florecer , lográn

dose grandes avances en cuanto a los mecanis~os que operan para que 

se produzca cáncer, por Za acción de substancias químicas . Los prime

ro¡; trabajos se re::zlizaron "in vivo:' proponie"ldo a Zfl i ni.ciaci ón y 

Za promoción como etapas tempranas del pr>oceso carcinogénico ; si.n 

embargo, con e l fin de dilucidar a que etapa pertenecen l os evento.9 

moleculares que suceden hacia una transfor~ación maligna , se propu

sieron modelos más sencillos , que han permi tido sepa1'ar el e f ecto 

iniciador del ef ecto promotor, inducidos por diferentes agentes o 

manipulaciones de cultivos celulares , de los que podemos destacar 

el cultivo primario de hepatocitos . Bien caracterizado por Zas ven t a

jas que ofrece para el es tudio de Za acc ión de las substancias quimicas 

carcinogénicas . La dificul tad en el estudio de Za transformaci ón neo

plásica en estos sitemas , es Za f alta de parámetros confiables que 

sean constantes para medir malignidad. En Za última década se ha in

crementado el medio de cultivo en agar blando y en el presente es 

el mejor criterio para evaZuai' trans f ormación "in vitro"(Tucker y col 

1977; Neuguth y Weinstein, 1979). 

Los resultados obtenidos mostraron eficiencia del agar blando 

para desarrollar col onias de t umor ascitico L5178Y, asi como también 

la expresión de Za enz ima CGT en es-tas célu las. Para Zas hepatocitos 

provenientes de rata i ntacta y de' r>ata parcia lmente hepatectomizados , 

tanto tratados como no t r>atados , no se encontraron di f erencias signi

fi cativas , pues en ambos cu l tivos se encontró Za presencia de cé lulas 

grandes , células pequeñas (ep itelia les) y Za parte mayoritar i a, hepa

tocitos , les cual es per'manccieron s i n pre1Jentar f enot ipos alterados 

y sin dividirse , 

.B.E1S flHI1E.I

Desde principios de siglo los avances conceptuales en el campo
de la carcinogênesis quimica experimental empezaron a florecer, logran-
dose grandes avances en cuanto a los mecanismos que operan para que
se prodasca cóncer, por la acción de substancias quimicos. Los prime-
ros trabajos se realisaronnin vivo:'proponiendo a la iniciación g
la promoción como etapas tempranas del proceso carcinogenieo; sin
embargo, con cl fin de dilucidar a que etapa pertenecen los eventos
moleculares que suceden hacia una transformación maligna, se propu-
sieron modelos mós sencillos, que ban permitido separar el efecto
iniciador del efecto promotor, inducidos por diferentes agentes o
manipulaciones de cultivos celulares, de los que podemos destacar
el cultivo primario de hepatooitos. Bien caracterizado por las venta-
jas gue ofrece para el estudio de la acción delas substancias ouimicas
carcinogênicas. La dificultad en el estudio de la transformación neo-
plósica en estos sitemas, es la falta de parámetros confiables gue
sean constantes para medir malignidad. En la última decada se ha in-
crementada el medio de cultivo en agar blando y en el presente es
el mejor criterio para evaluar tronsƒarmacíón'ïn vitro"(Tucker g col

I9F?; Neugutb g Heinstein, IQFQJ.

Los resultados obtenidos mostraron eficiencia del agar blando
para desarrollar colonias de tumor ascitico Lä1?8ï, asi como también
la expresión de la ensima GGT en estas celulas. Para los hepatocitos
provenientes de rata intacta y defrata parcialmente bepatectomieados,
tanto tratados como no tratados, no se encontraron diferencias signi-
ficativas, pues en ambos cultivos se encontró la presencia de células
grandes, cólulas pequeñas (epiteliales) g la parte mayoritaria, hepa-

'\¬'¬-94 (ZN (_.tocitcs, ~ cuales permanecieron sin presentar ƒenotipos alterados
g sin dividirse,
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La viabilidad de estos hepatoc{tos disminuyó considerablemente 

al 4° dia de cultivo, mientras que Zas células pequeñas empezaron 

en ese momento a crecer y formar colonias de más de 12 células a los 

12 dias de cultivo. 

En cuanto a Za ti nción histoquimica en ambos cultivos se encontro 

Za presencia de células aisladas positivas a Zc: enzima t -g lutamil 

transpeptidasa. Las condiciones para el ais!amiento delas células 

provenientes de los nódulos (twnorales) no fueron encontradas ya que 

se conta;•on con pocos animales a los que s e les habia inducido trans 

fo1•mación "in vivo "por Za dieta con ur; carci nógeno y fenobarbi tal , 

y segundo, porque Za dispersión celular no se logró con buenos resul 

tados , obteniéndose un número pequeño de células . 
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La viabilidad de estos bepatocitos disminuyó considerablemente
al 4° dia de cultivo, mientras que las células pequeñas empezaron
en ese momento a crecer y formar colonias de más de 12 células a los
12 dias de cultivo.

En cuanto a la tinción histoquimica en ambos cultivos se encontro
la presencia de células aisladas positivas a la ensima å'-glutamil-
trcnspeptldasa. Las condiciones para el aislamiento delas células
provenientes de los nódulos ltumoralesl no faeron encontradas ya que
se contaron con pocos animales a los que se les habia inducido trans-

formaciónren vivoópor la dieta con un carcinógcno g fenobarbital,
g segundo, porque la dispersión celular no se logró con buenos resul-

tados, obteniéndose un número pequeño de células.
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I"/3'rROIDUCCIOIN 

En el campo de Za carcinogénesis , uno ¿e los objetivos es 

conocer los mecanismos por medio de los cuales los diferentes 

agentes producen cáncer y ex trapolar Za inf oI':"lación que se obtenga 

del nivel experimental hacia el ser hwr.ano. 

La aseveración de que Zas substancias quimicas como grupo 

son Zas responsables de Za aparición del cáncer en el ser humano 

está basada en un gran número de estudios epidemiológicos. Entre 

los que podemos mencionar: El cáncer ¿e puln:,:;n en los fumadores 

de tabaco , asociado con substancias curcinogénicas encontradas en 

Za or i na de estos fumadores que son mutagénicas en bacterias 

(DoZZ, 1977 J. 

Un ejemplo particular de cáncer produci¿o por contaminantes 

ambientales es el de los trabajadores de Za industria del asbesto , 

quienes llevaban entre sus ropas de trabajo ~olvo proveniente 

de éste . Esto fue suficiente para reflejarse en cáncer y mes ote

Ziomas de pulmón en los miembros de sus familias (JARCJ . A partir 

de estos estudios se ha llegado a Za concl usión de que el 90% 

del cáncer en el ser humano es producido por factores ambientales , 

de es tos Zas substancias quimicas determinan el mayor número de 

Zas neoplásias y el restante 10% se les atrióuye a factores géneti 

cos , virales, fisicos . (Higgi nson , 1969 ; Bodland, 1967 , tomada de 

MondaZ , 1980) . 

El desarrollo del campo de Za carcinogénesis quimica experi 

men ta l parte de 1915 , con los trabajos de.sa'f''f'ollados por los i nves 

tigadores Yamagiwa e JchikaJ;Ja, (1918), quienes indujeron cáncer 

en las orejas de los conejos mediante repetidas aplicaciones de 

a Zquitrán de hu Z Za. La identificación de s11bstancias carcinogé

nicas a partir de entonces se intensificó, posteriormente en 
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En el campo de la carcinogênesis, uno de los objetivos es
conocer los mecanismos por medio de los cuales los diferentes

agentes producen cóncer y estrapolar la información que se obtenga
del nivel experimental hacia el ser humano.

La aseueración de que las substancias quimicos como grupo
son las responsables de la aparición del cdncer en el ser humano
está basada en un gran número de estudios epidemiológicos. Entre
los que podemos mencionar: El cóncer de pulmón en los fumadores
de tabaco, asociade con substancias carcinogónicas encontradas en
la orina de estao ƒemadores que son mutagónicas en bacterias
fusil, 1e??J.

Un ejemplo particular de cóncer producida por contaminantes
ambientales es el de los trabajadores de la industria del asbesto.
quienes llevaban entre sus ropas de trabajo polvo proveniente
de éste. Esta fee suficiente par reflejarse en cóncer y mesote-
liomas de pulmón en los miembros de sus ƒemilias ÍIARÚJ. A partir
de estos estudios se ha llegade a la conclusión de que el 90%
del cóncer en el ser humana es producido por factores ambientales,
de estos las substancias químicas determinan el mayor número de
las neoplósias y el restante 205 se les atribuye a ƒeotores geneti-
cos, uirales, fisicos. (Higginson, 1969; Boyland, 195?, tomada de
Mondel, IQSÚJ.

E2 desarrollo del campo de la carcincgénesis quimica experi-
mental parte de 1315, con los trabajos desarrollados por los inves-
tigadores ïamagima e Ickikawa, (1918), quienes indujeron cóncer
en las orejas de los conejos mediante repetidas aplicaciones de
alauitrdn de hulla. La identificación de substancias carcinogé-
nicas a partir de entonees se intensiƒicó, posteriormente en
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Za década de los 50 ' s , se estableció que Za mayoria de estas 

substancias necesitaba sufrir alguna forma de activación meta.bé

lica antes de que pudiera inducir cáncer . 

En Za actualidad se acepta que el proceso carcinogénico se 

lleva a cabo en varias etapas y que diversos f actores influyen 

para que una cél ula normal expuesta a un agente carcinogénico 

pueda progresar a una célula transformada y dar origen a una neo

plasia (Mondal , 1980; Van Rensselaer, 1980) . 

Los avances conceptuales hechos durante Za década de los 

40's , establecieron a Za iniciación y a Za promoción como dos 

de Zas etapas tempranas de Za carcinogénesis quimica (Fa rber y 

Cameron , 1980). Sin embargo Zas bases mecanis tas de estos fen óme

nos son objeto de estudios actuales. 

INICIACION 

Lo que se conoce como iniciación de Za carcinogénesis qufr1ica 

se puede definir corrvel cambio permanente y hereditario en Za 

estructuva genética de la célula (Mendal, 1980). Operacionalmente 

dicho proceso de Iniciación consta de Zas siguientes etapas: Una 

primera etapa consis te en Za generación de metabolitos activos 

provenientes de substancias que requieren una transformación 

metabólica en Za célu la llamados carcinógenos indirectos o de 

substancias que s on altamente reactivas "per se" llamados carci 

nógenos directos,y no requieren partici pación enzimática para 

dar lugar a los metabolitos activos (Miller, 1978) . 

Una segunda etapa consiste en la interacción de los metabo

Zitos activos de Zas substancias carcinógenicas con el DNA. El 

hecho de que Zas lesiones en el DNA puedan explicar más fácil 

mente cambios permanentes y heredables son Za basede la hipótesi s 

de que Za unión covalente de las substancias quimicas carcin¿ 

4 

la década de los 50's, se establecitlque la mayoria de estas
substancias necesitaba sufrir alguna forma de activación metabó-
lica antes de que pudiera inducir cdncer.

En la actualidad se acepta que el proceso carcinogénico se
lleva a cabo en varias etapas y que diversos factores influyen
para que una celula normal expuesta a un agente carcinogónicc
pueda progresar a una celula transƒermada y dor origen a una neo-

plasia (eondal, Isdü; Fan Rensselaer, 19801.

Los avances conceptuales hechos durante la decada de los
40's, establecieron a la iniciación g a la promoción como dos
de las etapas tempranas de la carcinogenesis quimica (Farber g
Cameron, 1930). Sin embargo las bases mecanistas de estos ƒenóme-
nos son objeto de estudios actuales.

INICIACIÚN

Lo que se conoce como iniciación de la carcinogénesis quimica

se puede definir comcel cambio permanente y hereditario en la
estructura genética dela celula feendal, 1950). üperocionalmente
dicho proceso de Iniciación consta de las siguientes etapas: Una
primero etapa consiste en la generación de metabolitos activos
provenientes de substancias que requieren una transƒermación
metabólica en la celula llamados carcinógenos indirectos o de
substancias que son altamente reactivas "per se" llamados carci-
nógenos directos,g no requieren participación eneimótica para
dar lugar a los metabolitos activos lmiller, I9?s).

Una segunda etapa consiste en la interacción de los metabo-
litos activos de las substancias carcinógenicas con el DNA. El
hecho de que las lesiones en el HHH puedan explicar más ƒócil-
mente cambios permanentes g beredebles son la baseibe la hipótesis
de que la unión covalente de las substancias quimicos carcinc
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génicas a es ta molécula es un requis ito ind~svensable para Za 

iniciación de Za carcinogénesis quimica (Sa~,a y col. 1975; Farber, 

1984) . 

Una tercera etapa en donde una alteración en los mecanismos 

no1"l7lales de reparación del DNA , evita Za reparación de Za lesión 

producida por el metabolito activo y se inc~ementa Za posibilidad 

de iniciación (Farber, 1984). Adicional a lo anterior un requisito 

indispensable es que estos eventos ocurran cuando menos un ciclo 

de replicación celular . Existen ejemplos en modelos"in vitrd' tanto 

con rayos X, como con virus y con substancias quimicas en el que 

Za iniciación de lo carcinogénesis se lleva a cabo cuando existe 

una etapa de pr oliferación celula:r durante el e f ecto del agente 

carcinogénico (Farber , 1984). Aunado a ésto, existen resu ltados 

experimentales que apoyan Za aseveración de que Zas células en 

"repl icación" son .más susceptibles al efecto de Zas substancias 

quimicas carcinogénicas , tales evidencias son: En animales recién 

nacidos o en ratas adultas parcialmente hepatectomizadas la admi

nistración de substancias quimicas carcinogénicas induce a un 

gran número de tumores que en los adultos normales no hepatectomi

zados (Cradock , 1971; Cradock , 1976). 

Y aún cuando no se conoce el mecanismo por medio del cual 

se es tablece Za iniciación durante Za replicación celular, se 

ha sugerido que durante Za sintésis del DNA, existen sitios dispo

nibles para Za interacción de los metabolitos en las células que 

están en replicación , mientras que en Zas células en estado 

quiescente estarian protegidos por el apareamiento de la doble 

cadena. Además, si éste se replica antes de que Za lesión se repare 

se puede esperar que de esta manera se i ntroduzca la lesión pel"171a

nente en Za cadena recién sintetizada. De acuerdo con lo anterior 

se ha propuesto e l siguiente esquema que explica el proceso de 

i niciación por substancias quimicas . 
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gónicas a esta molécula es un requisito indispensable para la
iniciación de la carcinogónesis quimica (Serna g col. 1995; Farber
1954).

Una tercera etapa en donde una alteración en los mecanismos
normales de reparación del DNA, evita la reparación de la lesión
producida por el.metabolito activo y se incrementa la posibilidad
de iniciación (Farber, 1984). Adicional a lo anterior un requisito
indispensable es que estos eventos ocurran cuande menos un ciclo
de replicación celular. Existen ejemplos en modelos"in vitro"tanto
con rayos I, como con virus y con substancias quimicas en el que
la iniciación de lo carcinogénesis se lleva a cabo cuando existe
una etapa de proliferación celular durante el efecto del agente
carcinogenico ffarber, 1984). Aunade a ésto, existen resultados
experimentales que apoyan la aseveración de que las células en
"replicación" soimós susceptibles al efecto de las substancias
quimicas carcinogónicas, tales evidencias son: En animales recién
nacidos o en ratas adultas parcialmente hepatectomisadas la admi-
nistración de substancias quimicas carcinogónicas induce a un
gran número de tumores que en los adultos normales no hepatectomi-
sades füradock, IEFI; Cradock, I9?6).

Y adn cuando no se conoce el mecanismo por medio del cual
se establece la iniciación durante la replicación celular, se
ha sugerido que durante la sintesis del Dfls, existen sitios dispo-
nibles para la interacción de los metabolitos en las células que
estón en replicación, mientras que en las células en estado
quiescente estarian protegidos por el apareamiento de la dable
cadena. Ademas, si este se replica antes de que la lesión se repare
se puede esperar que de esta manera se introdusca la lesión perma-
nente en la cadena recien sintetizado. De acuerdo con lo anterior
se ha propuesto el siguiente esquema que explica el proceso de

ifiniciacion por substancias quimicos.
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Precarcinógeno Alteración por interacción en : 

"' Activación metabólica RNA 

~ 
Reactivo Electrofilico (R+)----- Proteinas 

/ DNA 

Carci nógeno directo Otros componentes celulares 

REPARACION 

l 
Les ión(es) Bioquimica(sj 

1 
PROLIFERACION CELULAR 

l 
INICIACION 

Re f. Farber, 1981. 

Si bien es cierto que se ha obtenido información i mpor tante 

en cuanto al fenómeno de iniciación y de que se va obteniendo 

un panorama más claro en cuanto a los eventa3 iniciales en carci

nogénesis , no ocurre lo mismo en la secuencia de eventos ?OSte

riores a Za iniciación Zas cuales no están bien definidas . 
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Alteración por interacción enPrecarcinógeno

Activación metabólica I RNA

Reactivo Electroƒilico (R+)"_'*¿ Proteinas

DNA

Carcinógeno directo I otros componentes celulares
k

REFMRÄÚIÚN

L ciónlesl Bioquimicafsi

PROLIFERÁÚIÚN ÚELULÁR
1 _

INICIACION

Reƒì Ferber, 1931.

Si bien es cierto que se ha obtenide inƒermación importante
en cuanto al fenómeno de iniciación y de que se va obteniendo
un panorama mds claro en cuanto a los eventosiniciales en carci-
nogónesis, no ocurre lo mismo en la secuencia de eventos poste-
riores a la iniciación las cuales no estón bien definidas.
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PROMOCION 

Con base en modelos experimentales se ha establecido que 

existen condiciones y efectos de ciertas substancias, que en si 

no son carcinogénicas, pero que promueven Za aparición de los 

tumores , a este fenómeno se le ha dado el nombre de promoción. 

El cual se considera como Za expresión fenotipica maligna de los 

cambios genéticos producidos en Za Iniciación (Mondal , 1980). 

En el transcurso de esta etapa ocurren fenómenos que permiten 

que una célula iniciada prolifere libremente hasta constituir 

un tejido canceroso de caracteristicas bien definidas . Esta etapa 

ocurre lentamente en el transcurso de meses o años, requiere de 

repetidas exposiciones y se sabe que hasta cierto momento de su 

evolución puede ser reversible (Farber y Cameron, 1980). Al con

trario de Za iniciación, durante Za promoción comienzan a apre

ciarse diferencias morfológicas entre el tejido en proliferación 

y el tejido que lo rodea. 

Un hecho sobresaliente en carcinogénesis experimental es 

que si bien durante Za promoción temprana se llegan a desarrollar 

varios nódulos, Za mayoria de ellos involucionan y sólo unos pocos 

progresan hasta constituir un carcinoma (Chosal y col. 1983). 

MODEWS IN VIVO. 

El modelo más estudiado en carcinogénesis quimica experimental 

ha sido Za inducción de tumores en el higado de roedores, debido 

a Zas innumerables ven tajas que presenta en cuanto al conocimiento 

de su biologia celular, bioquimica y patologia, además de ser 

un órgano que se puede manipular en estado de proliferación célular. 

El número de carcinógenos que se ha utilizado es bastante 

grande y se han podido detectar cambios poblacionales previo al 
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PROHUCIÚN

Con base en modelos experimentales se ba establecido que
existen condiciones y efectos de ciertas substancias, que en si
no son carcinogónicas, pero que promueven la aparición de los
tumores, a este fenómeno se le ha dado el nombre de promoción.
El cual se considera como la expresión fenotipica maligna de los

cambios genéticos producidos en la Iniciación (Mondal, 19801.

En el transcurso de esta etapa ocurren fenómenos que permiten
que una célula iniciada proliƒere libremente hasta constituir
un tejido canceroso de caracteristicas bien definidas. Esta etapa
ocurre lentamente en el transcurso de meses o años, requiere de
repetidas exposiciones y se sabe que hasta cierto momento de su
evolución puede ser reversible (Farber y Cameron, 1980). sl con-
trario de la iniciación, durante la prooción coiensan a apre-
ciarse diferencias morƒolóicas entre el tejido en proliferación
g el tejido que lo rodea.

Un hecho sobresaliente en carcinogénesis experimental es
que si bien durante la promoción temprana se llegan a desarrollar
varios nódulos, la mayoria de ellos involucionan y sólo unos pocos
progresan hasta constituir un carcinoma fChosal y col. 19833.

nooetosru V1 eo.,

El modelo mds estudiado en carcinogónesis quimica experimental
ba sido la inducción de tumores en el higado de roedores, debido
a las innumerables ventajas que presenta en cuanto al conocimiento
de su biologia celular, bioquímica g patologia, ademds de ser
un órgano que se puede manipular en estado de proliferación celular

El número de carcinógenos que se ha utilizado es bastante
grande y se han podido detectar cambios poblacionales previo al

7



desarrollo de neoplasias . A los que se les ha dado e l nombre de 

focos o nódulos hiperplásicos , que son poblaciones focales o nodu

lares de algunas células hepáticas , alteradas durante Za fase 

preneoplásica, por lo que son co~sideradas como probables les iones 

precursoras (Farber, 1973) . Se ha observado que después del t ra

tamiento con una substancia química carcinogénica , las células 

de los nódulos expresan rápidamente cambice en ciertas actividades 

enzimáticas , tales como la rápida disminución o pérdida de acti

vidades de glucosa- 6- fosfatasa, nucleótido fosfatasa, serina 

deshidratasa , glicógeno fosforilasa , ribonucl easa y desoxirribonu

cleasa (marcadores negativos) (Farber y col. , 1979) o Za aparición 

o aumento de alfafetoproteína (Abelev, 1971) , antígenos preneoplá

sicos y Y-glu tamil - transpeptidasa (Fiala , 1972) como marcador es 

positivos . Utilizando éstos marcadores como herramienta para Za 

identificación de células iniciadas o preneoplásicas, se ha hecho 

uso de modelos'in vivo~para el análisis secuencial del fenómeno 

de producción de cáncer. 

1) Modelo de Peraino (Peraino, 1971) . 

En este modelo se hace uso de ratas recién nacidas desteta

das, a las cuales se les administra durante 18 días una dieta 

con el carcinógeno 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) y después de 

una semana de recuperación se les adiciona fenobarbital al 0.05% 

en Za dieta, es te tratamiento continúa por varios meses. Como 

resultado se producen lesiones hiperplásicas y carcinomas. El 

fenobarbital por sí mismo no es iniciador pues cuando se le apli 

ca sólo no produce tumores, pero si ayuda a promoverlos . 

2) Modelo de Scherer y Emmelot (Scherer y Emmelot, 1975) 

En este modelo se usan hembras adultas que se les da una 

sola administración del carcinógeno i niciador dietilnitrosamina 

(DEN) de 20 a 24 hrs después de haber sido hepatectomizadas . 
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desarrollo de neoplasias. A los que se les ha dado el nombre de
focos o nódulos hiperplósicos, que son poblaciones focales o nodu-
lares de algunas células hepáticas, alterados durante la fose
preneopldsica, por lo que son considerados como probables lesiones
precursores (Forber, I9?3). Se ha observado que despues del tra-
tamiento con una substancia quimica carcinogenica, las celulas
de los nódulos expresan rópidamente cambios en ciertas actividades
ensimóticas, tales como la rópido disminución o perdida de acti-
vidades de glucosa-6-fosfotasa, nucleótido fosfotasa, serina
deshidratasa, glicógeno ƒosƒorilasa, ribonucleasa y desomirribonu-
cleasa (marcadores negativos) (Forber y col., 19?9) o la aparición
o aumento de alƒofetoproteina (Abelev, 1971), antigenos preneopló-
sicos y' Y-glutamil-transpeptidosa (Fiala, 19?2) como marcadores
positivos. Utilizando éstos marcadores como herramienta para la
identificación de células iniciados o preneopldsicas, se ha becbo
uso de modelosnin vivolpara el anólisis secuencial del fenómeno
de producción de cóncer.

I) modelo de_fergino_ (Peraino, IHFIJ.

En este modelo se hace uso de ratas recién nacidos desteta-
das, a las cuales se les administra durante 18 dias una dieta
con el carcinógeno 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) y despues de
una semana de recuperación se les adiciona ƒenobarbital al ü.ü5S
en la dieta, este tratamiento continúa por varios meses. Como
resultado se producen lesiones biperplósicas y carcinomas. El
fenobarbital por si mismo no es iniciador pues cuando se le apli-
ca sólo no produce tumores, pero si ayuda a promoverlos.

2) Modelo de Scberer g Emmelot (Scberer y Emmelot, Is?5)

En este modelo se usan hembras adultas que se les do una
sola administración del carcinógeno iniciador dietilnitrosamina
(DEN) de 20 a 24 bre despues de haber sido bepatectomisadas.
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En semanas se pueden observar nódulos bien definidos deficientes 

en ATPasa o en glucosa 6-fosfatasa, pero estas lesiones no progre

san a menos que en Za dieta se les de por periodos largos, una 

concentración baja no tóxica de dietil-nitrosamina (DEN) de 2 

a 4 mg. por dia. Este modelo tiene la ventaja que utiliza una dósis 

única del carcinógeno iniciador y se pueden cuantificar los nódulos 

que tienen deficiencias enzimáticas y que potencialmente son lesio

nes precursoras de los carcinomas. 

3) Modelo de Solt y Farber (Solt y Farber, 1976). 

En este modelo, se utilizan ratas adultas que son expuestas 

a una dósis única necrogénica del carcinógeno iniciador, después 

de un periodo de recuperación los animales son expuestos a una 

dósis baja de 2AAF en Za dieta por 7 dias para crear un efecto 

"mito-inhibitorio" y después son sometidas a una hepatec tomia 

parcial. En este modelo se ha descrito Za aparición de nódulos 

con deficiencias enzimáticas tan temprano como a los 5 a 10 dias 

después de Za hepatectomia parcial. Alrededor del Bo. mes se de

sarrolla el cáncer. 

4) Modelo de Pitot (Pitot y col., 1978). 

En este modelo se utilizan !'atas jóvenes adultas, 24 hrs. 

antes de practicarles una hepatectomia parcial, se les administra 

una dosis única del carcinógeno iniciador. Después de un periodo 

de recuperación de dos meses se les adiciona en Za dieta, f eno

barbi ta Z al 0.05% por un periodo adicional de 6 meses. Por medio 

de marcadores enzimáticos tales como la ATPasa, glucosa-6-fosfa

tasa y la t-glu tamil -transpeptidasa, es posible hacer estudios 

cuantitativos de Za aparición de nódulos hiperplásicos y de los 

hepatocarcinomas. 
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En semanas se pueden observar nódulos bien definidos deficientes
en ATPosa o en glucosa 6-fosfotasa, pero estas lesiones no progre-
san a menos que en la dieta se les de por periodos largos, una
concentración baja no tóxica de dietil-nitrosamina (DEN) de 2
a 4 mg. por dia. Este modelo tiene la ventaja que utiliza una dósis
única del carcinógeno iniciador g se pueden cuantificar los nódulos
que tienen deficiencias ensimóticas g que potencialmente son lesio-
nes precursores de los carcinomas.

3) Modelo de Solt g_Earber lSolt y Farber, 19?6).

En este modelo, se utilisan ratas adultas que son expuestas
a una dosis única necrogónica del carcinógeno iniciador, después
de un periodo de recuperación los animales son expuestos a una
dósis baja de EAAF en la dieta por F dias para crear un efecto
"mito-inhibitorio" g despues son sometidas a una bepatectomia
parcial. En este modelo se ba descrito la aparición de nódulos

con deficiencias ensimdticas tan temprano como a los 5 a 10 dias
despues de la hepatectomia parcial. Alrededor del Bo. mes se de-
sarrolla el cdncer. _.

4) Modelo de Fitot fPitot g col., ISFEJ.

En este modelo se utiluflm ratas jóoenes adultas, 24 hrs.

antes de practicarles una bepatectomia parcial, se les administra
una dosis única del carcinógeno iniciador. Después de un periodo
de recuperación de dos meses se les adiciona en la dïeta, feno-
barbital al 0.05% por un periodo adicional de 6 meses. Por medio
de marcadores ensimaticos tales como la Aïïosa, glucosa-6-fosfo-
tasa y la K-glutamil-transpeptidasa, es posible hacer estudios
cuantitativos de la aparición de nódulos hiperplósicos y de los
hepatocarcinamas.
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INICIACION IN VITRO 

En los sistemas'in vivo: algunos mecanismos como el creci 

miento autónomo y el carácter invasivo de las células neoplási 

cas son poco entendibles, además de presentar ciertas desventajas 

como : el costo tan elevado de su producción , el tiempo de dura

ción tan prolongado de cada experimento, las dosis enrpleadas , 

más altas de aquellas a que le hombre esta expuesto y además 

de presentar poca sensibilidad para detectar carcinógenos débi

les (Stick y col. 19?5). Esto dio lugar a desarrol lar sistemas 

más sencillos que cubrieran con los requisitos para seguir avan

zando en el conocimiento del cáncer. 

Asi se han establecido un buen número de sistemas de células 

y órganos en cultivo, que en la actualidad se han clasificado 

en : 

1) Transfo1'TT1ación cualitativa con f ibroblastos diploides: Se logrd 

Za transformación celular y se caracterizaron algunas propiedades 

de estas células transfo1'TT1adas como: pérdida de Za inhibición 

por contacto; aglutinación celular, cuando s e les adiciontf aglu

tinina en el medio de cultivo; fol'n?ación de colonias en agar blando; 

y producción de fibrosarcomas cuando se inocularon en animales . 

De estas caracteristicas e Z crecimiento apilado parece ser' w1 

parámetro confiable para evaluar transformación celular 

"in vitro~' La desventaja en este sistema es que no se pueden hacer 

medidas cuantitativas (kuroki y Heidelberg, 19?2; Kuroki y Sato , 

1968; Be!'l.Jal ySachs, 1965). 

2) Transformación cuantitativa con fibroblastos diploides : En 

este sistema, después de 8 a 10 dias de tratamiento con el carcinó

geno, se obtuvo Za transformación de Zas colonias , lo cual no 

se caracterizó por el apiZ01niento de células. La caracteristica 

que se midio, es que Zas colonias t ransformadas aisladas se de 

sarrollaron por subsecuentes cul t ivos en lineas celulares , que 
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INICIACION Id VIÉRÚ

En los sistemaslin vivo: algunos mecanismos como el creci-
miento autónomo g el carócter invasivo de las celulas neoplósi-
cas son poco entendibles, ademós de presentar ciertas desventajas
como: el costo tan elevado de su producción , el tiempo de dura-
ción tan prolongado de cado experimento, las dosis empleadas,
mds altas de aquellas a que le hombre esta expuesto y ademós
de presentar poca sensibilidad para detectar carcinógenos debi-
les (Stick y col. I9?5). Esto dio lugar a desarrollar sistemas
mds sencillos que cubrieron con los requisitos para seguir avan-
eando en el conocimiento del cóncer.

Asi se han establecido un buen' número de sistemas de celulas
g órganos en cultivo, que en la actualidad se han clasificado
en:

ll TransformgciÉn_cuali§atipgmcon_ƒibrpbla§pos_diploides: Se lognd

la transformación celular y se caracterizaron algunas propiedodes

de estas células transformadas como: pérdida de la inhibición
por contacto; aglutinación celular, cuando se les adiciond'aglu-
tinina en el medio de cultivo; formación de colonias en agar blando;
y producción de fibrosarcomas cuando se inocularon en animales.
De estas caracteristicas el crecimiento apilado parece ser un
parametro confiable para evaluar transformación celular
'in vitro? La desventaja en este sistema es que no se pueden hacer
medidas cuantitativas (kuroki y Heidelberg, 19?2; Kuroki y Sato,
1968; Bermal5¡Sacbs, 1965).

21 Transƒormación_cuantitativaucon_fibroblgstps diploidesr En
este sistema, después de 8 a 10 dias de tratamiento con el carcinó-
geno, se obtuvo la transformación de las colonias, lo cual no
se caracterizó por el apilamiento de células. La caracteristica
que se midio, es que las colonias transformados aislados se de-
sarrollaron por subsecuentes cultivos en lineas celulares, que
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produjeron fibrosarcomas cuando se inocularon en huéspedes apro

piados . Este sistema presenta heterogeneidad celular que hace 

di f{cil distinguir las colonias rorm:zles de las transformadas 

(h uberman y Sachs , 1966 ; Dipaolo y col. 1969). 

3) Transformación cualitativa con fibroblastos aneuploides : Este 

sistema presenta la ventaja que se puede cuantificar la transfor

mación celular después de semanas de t ratamiento, asi como varias 

técnicas de cultivo como clonación y cul tivo sincrónico, aplica

bles a estudios de transformación por s ubstancias quimicas, sin 

embargo el empleo de células aneuploides es un problema por Za 

dificultad que presentan Zas células en mantener Za capacidad 

de pérdida de Za inhibición del crecimiento por contacto (Mondal 

y Heidelberg, 1970; Marquardt, 1974; Reznikoff y col . 1973). 

4) Transformación cualitativa con células epiteliales dip loi

des: Se emplean células epiteliale6 obtenidas de higado de rata, 

pero la transformación celular en este sistema tarda más en mani

festarse comparado con los fibroblastos . Estas células trans

formadas provienen de cultivo secundario, es decir que estas cé

lulas se han mantenido por varios meses a través de pases o sub

cul tivos y después de cierto tiempo se les han aplicado diferen

tes carcinógenos (Katsuta y Takaota, 1975 tomada de Kuroki, 1975). 

La dificultad que ofrece este sistema es Za falta de parámetros 

confiables'in vitro"para evaluar transformación maligna en estas 

células. 

5) Tranformación cualitativa con órganos en cultivo: Los estudios 

en órganos en cultivo se acercan más a las condiciones '1.n vivo," 

ya que se pueden observar cambios morfológicos tanto en epi tel io 

como en mesénquima, Za malignidad de Zas células es dificil lo

grarla en es tos sisterrls (Roller y Heidelberg, 196? ; tomada de 

Kuroki, 1975) . 
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produjeron fibrosarcomas cuando se inocularon en huéspedes apro-
piados. Este sistema presenta heterogeneidod celular que hace
dificil distinguir las colonias nonades de las transformadas
íbuberman g Sachs, 1956; Dipaolo y col. 1969).

3) Transformación cualitativa con ƒibroblastos aneuploides: Este
sistema presenta la ventaja que se puede cuantificar la transfor-
mación celular después de semanas de tratamiento, asi como varias
técnicas de cultivo como clonación y cultivo sincrónico, aplica-

bles a estudios de transformación por substancias quimicas, sin
embargo el empleo de células aneuploides es un problema por la
dificultad que presentan las células en mantener la capacidod
de pérdida de la inhibición del crecimiento por cnnaxdo (Hondal
y Heidelberg, 19?0; Norquardt. 19?4; Resnikoff y col. 19?3).

4) Transformación cualitativa con células epiteliales diploi-
de§¿ Se emplean células epiteliales obtenidas de higado de rata,
pero la transformación celular en este sistema tardo mds en mani-
festarse comparado con los ƒibroblastos. Estas células trans-
formados provienen de cultivo secundario, es decir que estas cé-
lulas se han mantenido por varios meses a través de pases o sub-
cultivos y después de cierto tiempo se les han aplicado diferen-
tes carcinógenos (Katsuta y Tokaota, I9?5 tomado de Kuroki, 19?5J
La dificultad que ofrece este sistema es la falta de parametros
confiableslin vitro"para evaluar transformación maligna en estas
células.

S) Tranformación_gualitativa con órganos en cultivo: Los estudios
efiórganos en cultivo se acercan mas a las condiciones'in vivoƒ'
ga que se pueden observar cambios morfológicos tanto en epitelio
como en mesénquim. la malignidad de las células es dificil lo-
grarla en estos :metano flfioller g Heidelberg, 1969; tomada de
Kuroki, l9?5).
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Como se puede observar, los cambios asociados con transf or

mación maligna incluyen: morfologia (Barker y Sanford, 1970 ; 

Dipaolo y col. 1969), crecimiento en agar blando (Macpherson y 

col. 1964; Shin y col. 1975), disminución er: el suero para crecer 

(Smith y cvol . 1971), i ncremento en la densidad de saturación 

(Smith y col. 1971), y el incremento en el activador del plasminogéno 

(Unkeless y col. 1973) , provienen en su mayoria de estudios en 

cultivos de fibrobl astos. A pesar de que Za gran mayoria de tumo

res humanos son carcinomas originados de células epiteliales , 

Za evolución neoplásica de estos tejidos ha s ido menos estudiada. 

El cul tivo de células epiteliales ofrece muchas ventajas en e l 

campo de Za carcinogénesis quimica, pues se puede obtener una 

población altamente uniforme de células, en un medio comp l eta

mente definido, que presentan Zas enzimas necesarias para el 

metabolismo de una gran variedad de carcinógenos. 

CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS 

El modelo de cultivo primario de hepatocitos ha sido materia 

de considerables estudios en Za último década, para la eva luación 

de Za carcinogénesis química, basados en dos razones principales: 

primero la capacidad que tienen para met abol izar una gran variedad · 

de compuestos quimicos (Sims, 1980; Rosales, 1982; Corde1•0, 1984); 

y segundo por el alto nive l de actividad reparadora del DNA, 

lo cual es una medida sensible de l daño causado por los carcinóge

noe finales. Por tanto, los pasos involucrados en Za iniciación 

de la carcinogénesis, metabolismo, i nt eracción y reparac~on son 

evidentes en el cultivo y el requisito de que éstos pasos se lleven 

a cabo durante un estimul o de proliferación celular, se cumple 

en los cu ltivos realizados de hepatocitos provenientes de rata 

parcialmente hepatectomizada, puesto que Zas cé lulas que han 

ent.rado en f ase de sintesis Za terminan. 

Además este sistema nos proporciona Zas siguientes ventajas: 

a ) homogeneidad ce lular ; al empl ear el método de dispersión 
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Como se puede observar, los cambios asociados con transfor-
mación maligna incluyen: morfologia (Barker y Sanford, ISPU;
Dipaolo y col. 1969), crecimiento en agar blando lfiocpberson y
col. 1964; Shin g col. 19751, disminución en el suero para crecer
(Smith y cvol. 19?I). incremento en la densidad de saturación
|'Smith ycol. IQPI), y el incremento en el activador del plasminogéno
íünkeless y col. 19?3), provienen en su mayoria de estudios en
cultivos de ƒibroblastos. A pesar de que la gran mayoria de tumo-
res humanos son carcinomas originados de células epiteliales,
la evolución neoplósica de estos tejidos hasido menos estudiada.
El cultivo de células epiteliales ofrece muchas ventajas en el
campo de la carcinogénesis quimica, pues se puede obtener una
población altamente uniforme de células, en un medio completa-
mente definido, que presentan las enzimas necesarias para el
metabolismo de una gran variedad de carcinógenos.

CULTIVO PRIMARIO DE HEPATUCITOS

El modelo de cultivo primario de hepatocitos ha sido materia
de considerables estudios en la último década, paralacevaluación
de la carcinogénesis quimica, basados en dos razones principales:
primero la capacidod que tienen para metabolizar una gran variedad'
de compuestos quimicos (Sims, 1980; Rosales, 1982; Cordero, I98eJ;
y segundo por el alto nivel de actividad reparadora del DNA,
lo cual es una medida sensible del daño causado por los carcinóge-
nos finales. Por tanto, los pasos involucrados en la iniciación
de la carcinogénesis, metabolismo, interacción y reparación son
evidentes en el cultivo y el requisito de que eetos pasos se lleven
a cabo durante un estimulo de proliferación celular, se cumple
en los cultivos realizados de bepatocitos provenientes de rata
parcialmente hepatectomisado, puesto que las células que han
entrado-en ƒose de sintesis la terminan.

Ademós este sistema nos proporciona las siguientes ventajas:
al homogeneidad celular; al emplear el método de dispersión

13



enz~~ática para Za obtención de células ai sZ aaas representativas 

deZ ñigado, se elimina Za heterogeneidad celular (Berry y col. 

1969); b) funciones especificas del higado"in situ;' con pruebas 

experimentales se ha comprobado que l os cultivos primarios de 

hepatocitos (CPH), son capaces de metabolizar substancias carci

no;énicas como lo es el metabolismo de 2-AAF, DMN, DEN, AFB1 etc., 

ade~ás de sintetizar proteinas, DNA y RNA responden a estímulos 

hormonales en forma simi Zar a lo que ocurre "in vivo "r Leffert y 

col. 1976); c) ausencia de efectos colaterales; una de Zas ven

tajas de este modelo es poder controlar la dosis adicionada al 

medio de cultivo, lo cual no se podría hacer"in vivo:' pues el 

carcinógeno se diZuiria afectando a otros órganos susceptibles, 

ad~~ás intervendrian factores como peso, edad, dieta, nivel de 

hormonas, etc. lo cual es difícil controlar"in vivo;' d) reprodu

cibiZidad; se ha observado que hay una excelente reproducibilidad 

en los datos ya que es posible obtener diferentes muestras de 

un sólo lote homoge~eo facilitando a su vez el estudio de las -

diferencias del testigo y la muestra problema. 

Aunque el cultivo primario de hepatocitos es un buen modelo 

?ara estudiar los pasos involucrados en Za iniciación de Za car

cinogénesis quimica "in vitro:' a diferencia de los modelos "in vivo" 

en donde se cuantifica Za aparición de nódulos hiperplásicos y 

Zas alteraciones enzimáticas que presenta, en este sistema no 

se ha caracterizado este fenómeno. En Za literatura existen varios 

estudios de transformación de células epiteliales de higado de 

rata en cultivo por carcinógenos quimicos (Montesano y col . 1977; 

Wal'l'en y col. 1978) , pero todos estos sistemas presentan Zas si

guientes limitaciones : ~ : Za transformación tiene lugar 

en un tiempo mucho más largo que el requerido por los fibroblastos. 

En algunos casos cuando Zas células se mantienen por más de 40 

seff.anas en cultivo ocurre transformación espontánea y el tratamiento 

quimico únicamente reduce el tiempo requerido. SeglDlfla : la trans

formación involucra exposiciones repetidas o continuas del carcinó

geno. 'Jfel!'Cem : los tumores al inocular las cél ulas transformadas 
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eneindtica para la obtención de celulas aisladas representativas
del bigado, se elimina la heterogeneidad celular (Berry y col.
IESE): b) funciones especificas del bigado"in situ? con pruebas
experimentales se ha comprobado que los cultivos primarios de
hepatocitos (CPH), son capaces de metabolisar substancias carci-
nogenicas como lo es el metabolismo de 2~AAF, BMW, DEN, AFBI etc.,
además de sintetiear proteinas, DNA y RNA responden a estímulos
hormonales en forma similar a lo que ocurrenin oico"lLeƒƒert y
col. Is?6}; c) ausencia de efectos colaterales; una de las sen-
tajas de este modelo es poder controlar la dosis adicionadc al
medio de cultivo, lo cual no se podria hacer"in uiuofl pues el
carcinogeno se diluiria afectando a otros organos susceptibles,
además intervendrian factores como peso, edad, dieta, nivel de
hormonas, etc. lo cual es dificil controlarfiin vivoi' di reprodu-
cibilidad; se ha observado que hay una excelente reprodacibilidad
en los datos ya que es posible obtener diferentes muestras de
un solo lote homogeneo facilitando a su ves el estudio de las _
diferencias del testigo y la muestra problema.

Aunque el cultivo primario de hepatocitos es un buen modelo
para estudiar los pasos involucrados en la iniciación de la car-
cinogënesis quimica'ïn uitrof a diferencia de los modelos'ïn rico"
en donde se cuantiƒica la aparicion de nódulos hiperpldsicos y
las alteraciones ensimaticas que presenta, en este sistema no
se ha caracterizado este ƒenömeno. En la literatura existen varios
estudios de transformación de células epiteliales de higado de
rata en cultivo por carcinögenos quimicos (Hbntesano y col. 19??;
Warren y col. I9?8). pero todos estos sistemas presentan las si-
guientes limitaciones:.RPüIlHa: la transformacion tiene lugar
en un tiempo mucho más largo que el requerido por los ƒibroblastos.
En algunos casos cuando las células se mantienen por mds de 4€
semanas en cultivo ocurre transƒarmciån espontánea y el tratamiento
quimico únicamente reduce el tiempo requerido. $agunda.:la trans-
fonnacion involucra exposiciones repetidas o continuas del carcinó-
geno. Iercera :los tumores al inocular las células transformadas
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en animales singénicos, se presentan de áreas mesenquimales y 

epiteliales aunque los culti vos originales parezcan consistir 

únicamente de células epiteliaels. C1iuuta: existen algunos cri 

terios objetivos y reproduci bles para transformación de células 

epiliales en cultivo, como cambios citológicos, incremento en 

Za basofilia citopZásmica y en relación núcl eo-citoplasma; incre

mento en la captación de glucosa; crecimiento en agar blando y t
glutamil-transpeptidasa positiva. A Za fecha no existe un sistema 

cuantitativo simple para la transformación "in vitr o de cél ulas 

epiteliales . 

CAMBIOS PROGRESIVOS QUE SUFRE UNA CELULA NORMAL A UNA CELULA 

NEOPLASICA IN VITRO. 

Los cambios que sufre w1a célulc. normal a une. célula neopl á-

mentales ( Barret y co l . 1981 ) . De esta m:znmu se ha podido demos

trar que para que una célula normal progrese a una célula neoplá-

rentes. 

ESTADO PRENEOPLASICO 

1) Puede ser inducido por vi rus o por substancias químicas. 

2) Puede ser inducido por substancias químicas con dosis pequeñas 

no tóxicas, con una curva lineal dosis/respuesta. 

3) La f recuencia de cambios prer:eoplásicos tanto en fibr cblastos 

como con células epiteliales es alta. 

4) La inducción del estado preneoplásico por Za acción de subs 

tancias químicas , puede ocurrir en ausencia de una mutación 

genética detectable . Concomitante en Za mi.sma célula , por 

substancias químicas que p1•oducen mutaci. ones cromosómicas. 
5) Los resu l t ados con cé lulas humanas no son claros . Un cambio 

medido como la capacidad de crecer en agar blando después 
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en animales singénicos, se presentan de óreas mesenquimales y
epiteliales aunque los cultivos originales parescan consistir
únicamente de células epitcliaels. Cuarta; asisten algunos cri-
terios objetivos y reproducibles para transformación de células
epiliales en cultivo, como cambios citológicos, incremento en
la basoƒilia citopldsmica g en relación núcleo-citoplasma; incre-
mento en la captación de glucosa; crecimiento en agar blando 3 X-
glutamil-transpeptidasa positiva. A la fecha no eaiste un sistema
cuantitativo simple para la transformación "in vitro de celulas
epiteliales.

CAMBID5 PRUGRESIVUS QUE SUFRE Uds CELULA NÚRMHL A UNA CELULA

NEUPLASICA IN VITRO.

Los cambios cue sufre una célula normal a una célula neopló-
sicc'ïn vitro" estan basados en unnumcrc grande de pruebas esperi-...._......._._._._...L

mentales ( Bcrret y col. I93cJ. De esta mmuaa se ha podido demos-
trar que para que una célula normal progress a una célula neopla-

'NI S nsicc sc rccuicr-_ :ando ~:n^c Jos ¡tapas cualitotiramentc dife-
rentes.

'šfã*eADO PRENEUPLASICU

IJ Puede ser inducido por tirus o por substancias quimicos.
3) Puede ser inducido por substancias quimicos con dosis pequeñas

no tómicas, con una curva lineal dosisƒrespueeta.
¦I`:- Ir.:- 11- 'UEnEJ La ƒrccucncia dc cambios prcncoplósicos tanto en ƒibrobl

como con celulas epiteliales es alta.
4J La inducción del estado preneoplósico por la acción de subs-

tancias quimicos, puede ocurrir en ausencia de una mutación
genetica detectable. Concomitante en la misma célula, por
substancias quimicos cue producen mutaciones cromosómicas.

5) Los resultados con celulas humanas no son claros. Un cambio
medido como lo capacidod de crecen en agar blando después
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del tratamiento con un carcinógeno , puede ser un cambio preneo 

plásico, pero no es concluyente . 

6) Una alteración en la habilidad de responder a la diferencia

citm ii1ducida es la base de una alteración preneoplásica 

en células epidermicas de ratón. 

7) Células epidermicas traqueales de re.te; son inducidas a crecer 

por el tratamiento con carcinógenos por una dosis/respuesta, 

y una alta frecuencia, similar a los resultados con fibro

blastos. 

ESTADO NEOPLASICO 

En el presente Za transfoI'rrtación neoplásica de células epitelia

les por acción de substancias quimicas es muy limitado. La mayor 

¡;,a1•te de los estudios de transformación neoplásica se deri van 

d¿ ¡ -¿ürob lastos. Lr_,s f enotipcs que son usadas para detecta:- trans

f ormación después del t ratamiento con carcinógenos son: 

1) C:o l on¿us --¿rtitívidwc.Zes de cJZu. Zas aZte~~d:::s , sobre una sz.q:-cr -

ficie de plástico. 

2 ) Colonias discretas en medio semisólido. 

J) Focos de células alteradas , sobre una capa confluente de 

células . 

Con base en Za infor-mación obt enida Barret y col ( 1984 J, 

propronen Za hipótesis, en donde Za primera etapa o preneoplásica 

ocurre con una alta probabilidad, mientras que Za segunda etapa 

o neoplásica hay una transformación espontánea al azar de células 

activadas , que se manifiesta por su crecimiento. De tal manera 

que se define a la transformación ce lular•in vitro; como la induc

ción de alte1•aciones fenotipicas en Zas células en cultivo. Y 

por -último cabe mencionar que hay dos puntos esenciales qu" pueden 

15 

del tratamiento con un carcinógeno, puede ser un cambio preneo
pldsico, pero no es concluyente.

El Una alteración en la habilidad de responder a la diferencia-
ción indacida es la base de una alteración preneopldsica
en células epidermicas de ratón.

?J Células epidermicas traqueales de rata son inducidas a crecer
por el tratamiento con carcinógenos por una dosis/respuesta,
y una alta,frecuencia, similar a los resultados con fibro-
blastos.

ESTÁDÚ NEUPEASICU

En el presente la transformación neopldsica de células epitelia-
les por acción de substancias quimicos es muy limitado. La mayor
parte de los estudios de transƒemmaoión neoplósica se derivan
de fibroblustos. Los fenotipos que son usados para detectar trans-
formación después del tratamiento con carcinógenos son:

1; Colonias indioidaales de células alterados, sobre una supor-
ƒicie de plástico.

2) Colonias discretas en medio semisólido.

EJ Focos de células alterados, sobre una capa confluente de
células.

Con base en la información obtenida Barret y col (19842,
propronen la hipótesis, en donde la primera etapa o preneopldsica
ocurre con una alta probabilidad, mientras que la segunda etapa
o neoplósica hay una transformación espontánea al asar de celulas
activadas, que se manifiesta por su crecimiento. De tal manera
que se define a la transformación celularflin vitro", como la induc-
ción de alteraciones fenotipicas en las células en cultivo. Y
por último cabe mencionar que bay dos puntos esenciales qt¬ pueden
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ser enfatizados en el proceso de multiestados en carcinogénesia 

con r especto a los estudios de transformación"in vitro'.' 

l'I'imero es importante en los sistemas de transformación celu

lar. consideI'ar si uno está estudiando la tpansformaci.?n celular 

de una célula normal a una preneoplásica o si está considerando 

una célula preneoplásica a una neoplásica. 

Segundo, los mecanismos de transfo1'177<1ción de un estado a 

otro. pueden variar dependiendo del punto de partida de Zas célu

las. Asi los me~anismos de transformación pueden ser diferentes 

de una célula normal a una preneoplásica y de una preneoplásica 

a una neoplásica. 

MEDIO DE CULTIVO EN AGAR BLANDO 

El crecimiento de células en agar blando como una prueba 

de transformación celular. se describió en 1964 por Macpherson 

y M:Jntagnier. el principio de esta prueba está basado en Za inde

pendencia de anclaje que presentan Zas células tpansformadas. 

es decir, su capacidad para proliferar en suspensión o en geles 

semisólidos. Una manera de e:x;plicar el uso de geles semisólidos 

está basado en Zas propiedades que exhiben ciertas células neo

plásicas en crecer en medios en suspensión y sustituir Za agita

ción mecánica que de alguna manera deteriora a Za célula. por 

una malla que Zas contenga. El método de suspensión de células 

sin agitación mecánica puede ser el uso de una matriz semisólida 

que en este caso es el agar blando (Tucker y col. 1977). Como 

se mencionó anteriormente algunas células neoplásicas pueden 

crecer en suspensión adoptando una f o:rma redonda o esférica 

(Sandord y col. 1970). Sin embargo. el por qué crecen y que mecanis 

mos regulan su crecimiento. es sin duda un problema interesante. 

De los mecanismos que controlan el crecimiento celular podemos 

mencionar: f actores de crecimiento en el suero. nucleótidos 
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ser enƒatisados en el proceso de multiestados en carcinogénesis
con respecto a los estudios de transƒo1¬nación"i¿ vitrol'

Primero es importante en los sistemas de transformación celu-
lar, considerar si uno está estudiando la transformación celular
de una célula normal a una preneoplésica o si esté considerando
una célula preneoplósica a una neopl.-física.

Segundo, los mecanismos de transformación de un estado a
otro, pueden variar dependiendo del punto de partida de las célu-

las. ¿si los mecanismos de transformación pueden ser diferentes
de una célula normal a una prenecpldsica y de una preneopldsica
a una neopldsica.

¡aforo se_cv,.-:¿:f¬1 vo ss tour susto _

El crecimiento de células en agar blando como una prueba

de transformación celular, se describió en 1964 por J'-Sacpherson
y Montagnier, el principio de esta prueba esté basado en la inde-
pendencia de ancla,-ƒe que presentan las células transformadas,
es decir, su capacidad para proliƒerar en suspensión o en geles
semisólidos. Una manera de explicar el uso de geles semisólidos
está basado en las propiedades que exhiben ciertas células neo-
pldsicas en crecer en medios en suspensión y sustituir la agita-
ción mecénica que de alguna manera deteriora a la célula, por
una malla que las contenga. El método de suspensión de células
sin agitación mecdnica puede ser el uso de una matris semisólida
que en este caso es el agar blando (Tucker y col. 19??). 1'.`.'omo
se mencionó anteriormente algunas células neoplésicas pueden
crecer en suspensión adoptando una forma redonda o esférica
(Sandord y col. I9?0J. Sin embargo, el por qué crecen y que mecaniå
mos regulan su crecimiento, es sin duda un problema interesante.
De los mecanismos que controlan el crecimiento celular podemos
mencionar: factores de crecimiento en el suero, nucleótidos
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cíclicos celulares , gradientes de oxigeno, y en muchas instancias 

la geometría de una cé l ula individual o Za configuración geomé

trica de una población cel ular, ejercen gran influencia sobre 

el crecimiento y diferenc iación celular. 

De l os estudios 'i n vitr o:' que se han llevado a cabo para 

observar el efecto que tiene la geometría de la cél ula , en el 

crecimiento celular, Za mayoría procede de fibroblastos de ratón. 

Se ha observado que Za forma redonda que adoptan las célu

las en un medio en suspensión, en donde Zas células normales no 

crecen, mientras que Zas transformadas sí lo hacen, se debe prin

cipalmente a: 

1) Lás células transformadas no dependen de anclaje para poder 

crecer (Macpherson y Montagnier, 1964; Neuguth y Weinstein, 

1979; Maraudas, 1972). 

2) Los componentes de membrana plasmática en células transfor

madas (microvellosidades y vejigas), se ven aumentados 

(Allen e lepe, 1976). 

3) Eficiencia incrementada de los mecanismos de transporte de 

membrana (HoZley, 1972). 

4) Los cables de actina están ausentes en Za mayoría de célu

las transformadas (Poll«ek y Rifkin, 1975). 

5) Independencia de un componente liso, que influya en Za dife

renciación celular (Paranipe y col. 1975). 

6) Mayor tensión superficial, en células de fo:rma esférica, 

distribuida en t oda Za membrana plasmática, que en aque l las 

de forma comprimida y extendida (Folkman y Greenspan, 1975). 
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ciclicos celulares, gradientes de oxigeno, 3 en muchas instancias

la geometria de una célula individual o la configuración geomé-
trica de una población celular, ejercen gran influencia sobre
el crecimiento g diferenciación celular.

De los estudios en vitro? que se han llevado a cabo para
observar el efecto que tiene la geometria de la célula, en el
crecimiento celular, la mayoria procede de fibroblastos de ratón.

Se na observado que la forma redonda que adoptan las célu-
las en un medio en suspensión, en donde las células normales no
crecen, mientras que las transformadas si lo hacen, se debe prin-
cipalmente a:

1) Las células trnsformadas no dependen de anclaje para poder
crecer ínacpherson y Montagnier, 1964; Neugutb y Weinstein,
.I9?9; Maraudas, 19?2 J .

2) Los componentes de membrana plasmática en células transfor-
madas fmicrovellosidades y vejigasl, se ven aumentados
(Allen e Iepe, I9?6J.

51 Eficiencia incrementada de los mecanismos de transporte de
membrana fäolley. 19?2J.

41 Los cables de actina sstãn ausentes en la mayoria de célu-

las transfoflmadas fPallack y Riƒkin, 19?óJ.

5) Independencia de un components liso, que influyo en la dife-
renciación celular (Haranipe y col. IBPEJ.

6) Hayor tensión superficial, en células de forma esférica,
distribuida en todo la membrana plasmfitica, que en aquellas
de forma comprimido y extendida (Folkman y Greenspan, 1975).
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Mi entras que Zas células t ransformadas escapan a Za r estric

ci ón i mpues t a por Za geometri a de Zas células normales en 

suspensión, las células transformadas igual crecen en forma 

compri mi da (cr ecimiento en monocapa), que en forma esferoidal 

(crecimiento en suspensión). Sin embargo, este crecimiento 

no es indefinido, Zas colonias están sujetas a un control 

de crecimiento dado por Za geometria que adoptan, a este 

control de crecimiento, se le llama control de crecimiento 

de poblaciones celulares (Folkman y Greenspan, 1975). Depen

diendo de Za configuración geométrica que adopte Za colonia 

se ha podido clasificar en dos tipos: a) crecimiento en dos 

dimensiones y b) crecimiento tri-dimensional. 

a) El crecimiento en dos dimensiones no es autoregulado y la 

colonia muestra un apilamiento de células con crecimiento 

ilimitado. 

b) Se ha propuesto el esquema general para el crecimiento en 

tres dimensiones, en presencia de espacio y nutrient es dispo

nibles, siendo este autoregulado: 

1) Fase linear de crecimiento, con una aparente necrósis central. 

2) Fase linear de crecimiento, con una necrósis central. 

3) Fase durmiente, que comienza cuando la colonia deja de crecer 

(se establece un equilibrio entre el número de mitosis y célu

las muertas). 

Del esquema anteriormente propuesto se sacó en conclusión 

que el tamaño de la colonia está en función de Za eficiencia de 

Za colonia en mantener en equilibrio Za fase durmiente, y de Za 

capacidad de Za colonia en eliminar catabolitos y absorber nutrien

tes (Folkman y Greenspan, 1975). 
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a)

b)

1)

2)

3)

HB

sdentras que las células transformados escapan a la restric-
ción impuesta por la geometria de las células normales en
suspensión, las células transformadas igual crecen en forma
comprimido (crecimiento en monocapaJ, que en fora esferoidal
(crecimiento en suspensión). Sin embargo, este crecimiento
no es indefinido, las colonias estón sujetas a un control
de crecimiento dado por la geometria que adoptan, a este
control de crecimiento, se le llama control de crecimiento
de poblaciones celulares (Folkman y Greenspan, I9?ä). Depen-
diendo de la configuración geométrica que adopte la colonia
se ha podido clasificar en dos tipos: al crecimiento en dos
dimensiones y bl crecimiento tri-dimensional.

El crecimiento en dos dimensiones no es autoregulado y la
colonia muestra un apilamiento de células con crecimiento
ilimitado.

Se ha propuesto el esquema general para el crecimiento en
tres dimensiones, en presencia de espacio y nutrientes dispo-
nibles, siendo este autoregulado:

Fase linear de crecimiento, con una aparente necrósis central

Rose linear de crecimiento, con una necrósis central.

Fase durmiente, que camiensa cuando la colonia deja de crecer
fse establece un equilibrio entre el número de mitosis y célu-
las muertas).

Del esquema anteriormente propuesto se saco' en conclusión
el tamano de la colonia está en función de la eficiencia de

la colonia en mantener en equilibrio la fase durmiente, y de la
capacidod de la colonia en eliminar catabolitos y absorber nutrien-
tes (Folkman y Greenspan, I9?5).
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A la fecha el cultivo en agar blando pa~ece ser el parámetro 

más real para medir Za transformaci ón de cé :~ z as , en este caso 

epiteliales (Tucket y col. 19??) y principa í~ente por que ofrece 

Za posibilidad de detectar cél ulas malignas en una población ce

lular mixta. Además , es te sistema de cultivo ha sido util i zado 

eficientemente como medida para predecir qu~-r.iosensibilidad'tn 

vivo"(Courtenay, 19?6; Hamburger y Salman, : :;.n), y también ha 

sido utilizado para monitorear el efecto de G.:rogas en tumores huma

nos (Kornb lith y co l 1981 ; Browman y col 198i; Greenberg y Salman, 

1984), para el estudio de nuevos compuestos anticancerigenos 

(Salman y col. 1981) y para el análisis citogenético (Trent y 

Salman, 1980), interferones (Ludwin y col 1983), oxigeno (Fan y 

col. 1985), vitaminas (Meyskens y col. 1983) en células de origen 

tumoral. 

'f-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA 

La (-glutamil transpeptidasa (GGTJ es uno de los marcadores 

de células preneoplásicas más usados en estudios cuantitativos 

durante el desarrollo de cáncer de higado. Esta enzima se asoció 

con carcinogénesis quimca en 1972 por FiaZa y col. ~ deecu

brieron un incremento en los niveles enzimáticos, en el higado 

de ratas en e Z ú Z timo eista::b de h!patocarcinogénesis con 3"/.!e-DAB 

y en hepatomas quimicos transplantables. Usando una t i nción his

toquimica para Za GGT, K.alegayi y col. ( 1975), en:nztn:aut que los 

niveles aumentados de l~ enzima durante Za administración del car

cinógeno se debió a un incremento en Za actividad de Za GGT en 

áreas focales hiperplásicas de hepatocitos, los niveles aumenta

dos de Za GGT durante hepatocarcinogénesis se encuentran también 

en otras especies como el ratón, después de Za inducción de tumores 

de higado con safrole (Lipsky y col. 1980) o con o-aminoazotolueno 

(Jolanko y Rouslahti (1979). En los carcinomas hepatocelulares 

humanos, también se encuentran niveles elevados de Za GGT (SQJ,JQbu, 

y col. 1978). En es tudios realizados en cultivos de células epite

liales hepáticas , relacionados con transformación maligna, Za 
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A Ea fecha eZ cultivo en agar blando parece ser el parámetro
mds reaí para medir la transformación de células. en este caso
epiteíiaíes (Tucket y col. I9??) y principaE¬ente por que ofrece
Ea posibilidad de detectar celulas malignas en una pobiaciãn ce-
iuiar mixta. Ademas, este sistema de cuitivo ha sido utilisade
eficientemente como medida para predecir quimieeensibilidad 'Ã-_1'ì

vivo"(Courtenay, IHFE; Hamburger y Salmon, Iã??), y también ha
sido utiïisado para monitorear el efecto de drogas en tumores huma
nos fkornbiith y col 1981; Broaman y col 1983; Greenberg y Salmon,
19341, para el estudio de nuevos compuestos anticancerigenos
fãaimon y col. 1981) y para el andïisis citogenetico (Trent y
Salmon, 1980), interƒerones (Ludein y col 19851, oxigeno (Fan y
col. 1985). vitaminas ffleyskens y col. 1983) en celulas de origen
tumoral.

Y-GLUTAMIL TRAHSPEPTIDASA

La. X-glutamil transpeptidasa (GGT) es una de Eos marcadores
de células preneopldsicas mas usados en estudios cuantitativos
durante el desarrollo de cáncer de higado. Esta ensima se asocio
con carcinogênesis quimica en 19?2 por Fiaïa y col. qzíànw descu-
brieron un incremento en los niveles ensimaticos, en el higado
de ratas en el ultimomtudcadeìepatocarcinagênesis con 3"f›.'e-DAB
y en hepatomas quimicos transplantables. Ueando una tincion his-
toquimica para la GGT. Kalegayi y col. fI9?5J. enunmnnnn que los
niveles aumentados de Ia ensima durante Ia adhinistraciãn del car-
cinågeno se debio a un incremento en Ia actividad de Ia GET en
áreas ƒecaïes hiperpïdsicas de hepatocitos. los niveles aumenta-
dos de Ia GGT dhrante hepatocarainogênesis se encuentran también
en atrae especies como el ratón, después deia inducción de tumores
de higado con saƒroíe (Lipsky y col. 198€) o con o-aminoasotolueno
(JoZanko y Rousïahti (I9?9). En Zos carcinomas hepatoceìuíares
humanos, también se encuentran niveïes elevadbs de Ia GGT (Samabu,
y col. I9?8). En estudios realizados en cultivos de células epite-
Zinlgs hepáticas, relacionados con transformacion maligna, Ia
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actividad de la GGT determinada citoquimicamente , se detecté en 

3 de 5 lineas celulares tumorales , pero en ninguna de las Zi>:eas 

celulares epiteliales no tumoral es. Estos resultados sugieren que 

la tinción histoquimica de la GGT, puede ser útil en la dete"rni na

ción de Za transformación maligna de células epiteliales he;;-áti

cas en cultivo. 

DIMETIL NITROSAMINA 

La dimetiZnitrosamina (DMN) es un cancerigeno hepático {Magee 

y Barnes, 1956) que tiene gran importancia como cancerigeno ambien

ta ya que puede producirse '1.n situ," en el tracto digestivo humano 

al reaccionar Zas aminas alifáticas secundarias con el nitPi to 

de sodio, componente que se encuentra en un gran número de a l imen

tos (HeideZbf!rg, 1975 ). La DMN y algunas nitrosaminas super-i.ores 

asi como sus precursores, están presentes en muchos alimentos pro

cesados , en el tabaco y en el humo de éste, en sustancias qui.micas 

de uso agricoZa, en cosméticos , en el aire de las ciudades y en 

e l agua potable (Lai y col . 1979). 

Su efecto hepatotóxico fu e dado poi> Magee y Vandekar { U1t8), 

estudiando el efecto de Za DMN, de un higado dañado. En Za actua

lidad se ha probado en varios sistemas de transformación y se 

ha podido observar su efect o carcinógenico'tn vivó'. (Pienta, 1977b) . 

20 

actividad de la GGT determinada citoquimicamente, se detectï en
3 de 5 lineas celulares tumorales, pero en ninguna de las líneas
celulares epiteliales no tumorales. Estos resultades sugieren que
la tinción bisto-quimica de la GGT, puede ser útil en la determina-

ción de la transƒermacion maligna de células epiteliales hepáti-
cas en cultivo.

¿LÍWTI1?, f¿íTRU§f1f*-'ïtffi

La dimetilnitrosamina (BMW) es un cancerigeno hepático Jkagee
y Barnes, 19561 que tiene gran importancia como cancerigeno ambien-
ta ya que puede producirse'in situf'en el tracto digestivo numano
al reaccionar las aminas aliƒdticas secundarias con el nitrito
de sodio, componente que se encuentra en un gran número de alimen-
tos (Heidelberg, IQFEJ. La DMW y algunas nitrosaminas superiores
asi como sus precursores, estdn presentes en muchos alimentos pro-
cesades, en el tabaco y en el humo de este, en sustancias quimicos
de uso agricola. en cosmeticos, en el aire de las ciudades 5 en
el agua potable (Lai y col. I9?9).

Su efecto hepatotãmico fue dade por bapee y Pandekar (3958),
estudiando el efecto de lo DMN, de un higade dañado. En la actua-
lidad se ha probado en varios sistemas de transƒermaciån y se
ha podide observar su efecto carcinãgenico'in vivdf (Fienta, 29??b)
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O lJ .l 11 r I W O 

Como se ha descrito uno de los problem~s que existen en el 

estudio de Za transformación neoplásica "in vi tr/J, es Za carencia 

de alteraciones fenotípicas constantes, que nos puedan servir como 

mapcadores medibles de malignidad, tal es eZ caso del cultivo pri

mario de hepatocitos utilizado como sistema de transformación por 

substancias químicas carcinogénicas. Por medi o de estudios compa

rativos entre los cultivos de he~atocitos de rata intacta y de 

"~ta parcialmente hepatectomizada, se ha ca!'C:cterizado ampliament~ 

este sistema en cuanto a los pasos involucrcdos en Za iniciación 

de Za carcinogénesis química. 

Como parte del objetivo general del laboratorio en "Desarrollar 

un Sistema in vitro" para el estudio de la secuencia de cambios 

mol ecu lares durante la transformación neoplásica. Nuestro objetivo 

particular en este trabajo, fue deterorinar si Za "iniciación" como 

estado temprano de transfo:rmación por substancias carcinogénicas, 

podía ser detectado por medio del crecimiento en agar blando y 

de la l -glutam-il tMnspeptidaBa como marcador enzimático de célu

las preneoplásicas. Para cumplir con este objetivo se planteo el 

siguiente esquema general de trabajo: 

1) Establecer las condiciones óptimas de crecimiento en agar 

bZan¿o utilizando como control positivo Za linea de célu

las Zeucémicas de ratón L5178-Y. 

2) Encontrar el tiempo de tratamiento con la DMN, de los hepato

citos de rata in t acta y parcialm~nte hepatectomizada, en cul

tivo primario. 

3) Establecer Zas condiciones óptimas para Za transferenci a de 

los hepatocitos en cult ivo primario en ambas condiciones, 

al cultivo en agar blando. 
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Somo se ha descrito uno de los problemas que existen en el
estudio de la transformacion neopldsicalin vitrdi es la carencia
de alteraciones ƒenotipicas constantes, gue nos pueden servir como
marcadores medibles de malignided, tal es el caso del cultivo pri-
mario de hepatocitos utilizado como sistema de transformación por
substancias quimicos carcinogenicas. Por medio de estudios compa-
rativos entre los cultivos de bepatocitos de rata intacta y de
rata parcialmente hepatectomisada, se ha caracterizado ampliamente
este sistema en cuanto a los pasos involucrados en la iniciacion
de la carcinogênesis quimica.

Como parte del objetivo general del laboratorio en "Desarrollar
un Sistema in vitro" para el estudio de la secuencia de cambios
moleculares durante la transformacion neapldsica. Nuestro objetivo
particular en este trabajo, fee determinar si la "iniciación" como
estado temprano de transƒermacion por substancias carcinogénicas,
podia ser detectado por medio del crecimiento en agar blando y
de la X-glutamil transpeptidesa como marcader ensimdtico de célu-
las preneopldsicas. Para cumplir con este objetivo se planteo el
siguiente esquema general de trabajo:

I) Establecer las condiciones ãptimas de crecimiento en agar
blande utilizando como control positivo la linea de célu-
las leucemicas de ratôn LBIFB-I.

3) Encontrar el tiempo de tratamiento con la DEN, de los hepato-
citas de rata intacta 3 parcialmente hepatectomisade, en cul-
tivo primario.

3) Establecer las condiciones ãptimas para la transferencia de
los hepatocitos en cultivo primario en ambas condiciones,
al cultivo en agar blonde.
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4) Aislar hepatocitos de nódulos heperp lás~cos hepáticos de rata, 

de spués de un t ratamiento "in vivo" cor: DMN y fenobarbital, 

para su cultivo en agar blando. 

5 ) Analizar en cada uno de los cultivos anteriores en agar blando, 

su evolución y morf ologia durante 14 dias de cultivo y tinción 

histoquimica con Za '(-glutamiZ- trans?eptidasa a l os 7 y 14 

dfos . 
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l -FAislar hepatocitos de nodulos heperplásicos hepáticas de rata,
despues de un tratamiento "in vivo" con DMW y ƒenobarbital,
para su cultivo en agar blando.

Analisar en cade uno de los cultivos anteriores en agar blande,
su evolucián y morfología durante 14 dias de cultivo y tincián
bistoquimica con la Xïglutamil-firflnepeptidasa a los ? y 14
dias.
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ltE'rODOS 

a) ftPM (Medio Mínimo Esencial de Eagle). 

1) Solución salina balanceada (SSB) de Eagle. 

a) !!aCl 

KCl 

Na 2HP04 

6.80 g 

. 40 

. 14 

Agua bidestilada hasta 800 ml 

bJ Cacz 2 l. 00 

Agua bidestilada hasta 1000 ml 

Agua bidestilada hasta 100 mZ 

116. O (mM) 

5.4 

l . 1 

l. 8 

l. o 

Se ajustó el pH a 7. 2; porciones de 64 mZ de Za solución a 

se colocaron en botellas , y todas las soluciones se esterili-

zaron en auU;clave (15 mn. a 20 Zb escape lento) por separado. Se 

añadieron asépticamente a cada botella con solución~ (tempera

tura ambiente), 8 ml de ~y 8 ml de ~ inmediatamente antes de 

añadir el resto de los componentes del medio. 

2) Solución de aminoácidos esenciales (100 X) 

L-arginina-HCZ l. 27 g o. 6 (mM) 

L-histidina HCZ.H20 0.38 o. 2 

L- Zeucna 0.52 0.4 

L- isoleucina 0.52 o. 4 

L-metionina o. 15 0.1 

L-fenilalanina 0.32 o. 2 

L-treonina 0. 48 o. 4 

L- triptofano 0.10 o. 05 

L- valina fJ. 46 o. 4 
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lÍE'f'0.D'0.S

a) MEM (Medio Minimo Esencial de Eagle).
1) Solución salina balanceade (SSE) de Eagle.

al daül 6.80 g 116.0 (mMJ

ECI .40 5.4

Na2HPU¿ .14 l.l

Agua bidestilada hasta BUG ml

bl Úafllg 1.00 1.3

egua bidestilada hasta 1000 ml

' enegsog . M20 Lo
sgua bidestilade hasta 108 ml

Se ajustá el pH a 7.2; porciones de 64 ml de la solucián_a
se colocaron en botellas , y todes las soluciones se esterili--
saron enfimdachne- (15 mn. a 20 lb escape lento) por separado. Se
añadieron asápticamente a cada botella con solución g_(tempera-
tura ambiente), 8 ml de b_y 8 ml de gL_inmediatamente antes de
anadir el resto de los componentes del medio.

EJ Solucián de aminoácidos esenciales (100 X)

L-arginina-ECI 1.2? g d.$ íme)
L-bistidina HCl.H2ü 0.33 0.2

L-leucna 0.52 0.4

L-isoleucina 0.52 0.4
L-metionina 0.15 0.1
L-ƒenilalanina 0.32 0.2
L-treonina 0.48 0.4
L-triptoƒeno 0.10 0.05
L-valina 3.46 0.4

25



Se disolvieron los componentes en 100 ml de SSB calentando 

a 80°C. La solución se esterilizó por filtración y se almacenó 

(10 ml por tubo) a 0~5ºC en tubos F'!frex (16x24 mm) con tapón de 

rosca. 

3) Solución de aminoácidos poco solubles ( 100 X) . 

L-tirosina 

L-cisteina-CHZ.H2o 
0.36 g 

0.35 

0.2 

O. 1 

Se disolvieron el 100 ml de HCl 0.1 N con calentamiento li

gero. La solución se esterilizdpor filtración y se almacenó a 

- O. 5°C, 10 ml , por tubo. 

4) Solución de vitaminas (1000 X) . 

Cloruro de colina O. 10 g O. 007 (mM) 

llicotinamida o. 10 O. OIJB 

Pantotenato de calcio 0.10 o. 004 

Piridcr.ral-HCl 0.10 0.005 

Tiamina-CHZ 0.10 0.003 

Riboflavina 0. 01 0.0003 

Z-inositol 0.20 o. 011 

Se disolvieron todos los componentes en 100 ml de SSB por 

calentamiento a 50°C. La solución se esterilizó por filtración 

y se almacenó a 0~5ºC en tubos protegidos de Za luz con papel alu

mminio 10 ml por tubo. 

i' J Polución de ácido f ó li.:; ,; 11•70 X) . 

áci o fólico 0. 01 g 0.002 (mM) 

se~· "'"' ~·:cm te Za adición de 1 a 2 
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Se disolvieron los componentes en 100 ml de SSE calentande
a 80°C. La solucion se esterilieá por ƒiltracián g se almacená
(10 ml por tubo] a üš5°C en tubos Fyrex lldmâe mm) con tapdn de
rosca.

3) Solucion de aminoácidos poco solubles (Joe I).

L-tirosina ü.36 g 5.3
L-cisteina-CHl.H¿ü 0.35 d.I

Se disolvieron el 100 ml de HC! 0.1 N con calentamiento li-
gero. La solucián se esteriliso'por ƒiltracián y se almaceno'a

-0.5°C, 10 ml, por tubo.

4) Solucián de vitaminas (1000 X).

Cloruro de colina ü.Iü g e.eo? (me)
Hicotinamide _ fl.1ü G.
Pantotenato de calcio 0.10 G.
PiI"ido:cal-Hill 6'. 10 0. 0-95

Tiamina-¿Í-'El 0. 10 0. Ú-95
R-lbefrev-¿ne 0. 01 o. esos
l-inositol 0.20 6.011

1-":\'.“::« 12'.:1?: na..D:

Se disolvieron todos los componentes en Ivo ml de SSE por
calentamiento a Sü°C. La solucion se esterilisd por ƒiltnacián
y se almaceno'a üf5“C en tubos protegides de la lus con papel alu-
mminio lo ml por tubo.

'l Solución de ácido _f"rÍ~li¬.-.f ¬.'fi-`=i- JU.

se-f±.†.±.- fs:-u.-e t-19- este (mu)

Se '-"¬-¬lvi=.f “f l"" ' `. .-._...'..m;e la aclic lan de 1 a 2
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gotas de Na OH 0.5 N, hasta pH neutro. La so l ución se esterilizó 

por filtración y se almaceno a 0-5°C en tubos cubiertos con papel 

aluminio (10 ml por tubo). 

6) Solución de glucosa (100 X) 

D-glucosa 20.00 g 11. 1 (mM) 

Se disolvió en 100 ml de SSB. La solución se esterilizó por 

filtración y se almacen<Í a 0-5ºC en tubos (10 mZ por tubo). 

?) Solución de bicarbonato de Sodio (3 XJ • 

. NaHCo
3 

Rojo fenol al 1% 

2.80 g 

. 15 ml 

Agua bidestilada, hasta 100 ml 

8) Solución de anti bióticos (100 XJ 

Penicilina G sódica 200,000 U.J 

sulfato de estreptomicina 0.50 g 

Agua bidestilada hasta 100 ml se almaceno a -20ºC 

9) Solución de L-glutamina (100 X) 

L-glutamina 2.29 g 

Se disolvio en 100 ml de SSB. 

l D) Solución de ami noác:ccs no esenciales (100 X) . 

L-alanina 

L-aspargina.H20 

á:::i.do L-aspárt i co 

0. 089 g 

0.150 

o. 133 

25 

23.8 

2. O (mM) 

O. 1 rmM ) 

0.1 

o.] 

gotas de Ha UH 0.5 N, hasta pH neutro. La solución se esterilisó
por filtración y se almaceno'a S-5°G en tubos cubiertos con papel
aluminio (10 ml por tubo).

6) Solución de glucosa (100 I)

D-glucosa 3G.ü0 g 11.1 (mM)

Se disolvió en 100 ml de SSE. La solución se esterilisó por
filtración y se almacendfa ü-5°C en tubos (Iv ml por tubo).

?) Solución de bicarbonato de Sodio (3 X).

.NaHCU5 2.Só g 25.8

Rojo fenol al 1% .ló ml

Agua bidestilada, hasta Ivo ml

El Solución de antibióticos llóó Il

Penicilina G sódica 2óó,üóó H.I
sulfato de estreptomicina ó.5ó g
Agua bidestilade hasta 100 ml se almacena a -20°C

9) Solución de L-glutamina (Iüó Il

L-glutamina 2.29 g 2.0 (mM)

Se disolvio en 100 ml de SSE.

I“Í Solución de aminoácidos no esenciales (Ivo X).

L-alanina ü.üS9 g 0.1 'mH)
L-super-gine. são o. :so e. 1
ïr'do L-asrártico ”.IF3 0.*
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ácido L-g lutámico 

L-prolina 

L-sel'ina 

glicina 

o. 147 

0.115 

0.105 

0.075 

o. 1 

o. 1 

o. 1 

01 

Se disolvieron todos loe componentes en 100 mZ de agua bides

ti Zada . 

11) Suero de ternera neonata. 

Se descongeló en un baño a 73°C y se calentó en un baño a 

56°C durante 30 min. con agitacón suave.c:n:b 5 min. Se transfil'io' 

asépticamente a tubos recién esterilizados (7 mZ por tubo) y 

se incubó a 37°C durante una semana para prueba de esterilidad, 

se almacenaron a -20°C. 

PREPARACION PARA LA MEZCLA PARA BOTELLAS CON 93 ml DE MEM. 

A los 80 mZ de Za solución 1, se les añade 1 mZ . de Za s olu

ción 2 1 mZ. de Za solución 3, .1 ml. de Za solución 4, 1 mZ. 

de Za solución 5, 1 ml. de Za solución 6, 7.15 ml. de la s olu

ción 7, 1 ml. de Za solución 8, ml. de Za solución 9 y 1 ml. 

de la solución 10. 

La mezcla se esterilizó por filtración, en botellas de r osca 

permanentemente esterilizadas. Las botellas se incubaron a 37°C 

durante 5 dias como prueba de esteri lidad y se almacenarón a 

4°C. 

PREPARA.CI ON DEL MEM COMPLETO 

,: eada una de la;; bo t r.: 7,Zu2 con !tE:M se !es añadio i nmediata

mente antes de util i zar los 10 mZ. de suero de bobino neonato 

y 15U de insulina . 
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ácido L-glutámico
L-prolina

L-serina
glicina

Se disolvieron todos los
tilade.

Il) Suero de ternera neonata

Se descongeld en un baño
56°C durante 30 min. con agitacón suaveexmhrä min. Se transfirió'

0.14? 0.1

0.115 0.1

0.105 0.1

0.075 01

componentes en 100 ml de agua bides-

a 73°C g se ar.-lento' en un bano a

" lasópticamente a tubos recien esteri isades (? ml por tubo) y
se incubó a 3?"C durante una semna para prueba de esterilidad
se almacenaron a -20°C.

PREPARACION FHRA LA MEZCLA PARA BOTELLAS CON 93 ml DE MEM.
'Í _I _ L". _! l- I

A los S0 ml de la solución 1, se les añade I ml. de la solu-
ción 2 1 ml. de la solución 3, .I ml. de la solución 4, I ml

solución 6, ?.1ã ml. de la solu-
ción ?, 1 ml. de la solución 8, ml. de la solución 9 y 1 ml
de la solución 5, 1 ml. de la

de la solución 10.

La mescla se esterilisd'por filtración, en botellas de rosca
permanentemente esterilisadas. Las botellas se incubaron a 3?°C
durante 5 dias como prueba de
4°C. ,

Pfï'-ÉÍPÉF -ifiïtfllf fl*-'5Íë_ EE!-f tÚC?f'_f-9-ÉFTG

A cada una de 2.; Í=± T,e ¿on ìfïfss les añadió inmediata-
mente antes de utilizarlos 19 ml. de suero de bobino neonato
¿r Ibi-' de 'lns1¿li.='Ia.

esterilidad y se almacenarón a
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b) PREPARACION DEL TD SALINO 

TD salino 10 X: 

Trizma base 

Rojo fenol 1% 

80. 00 g 

37.55 

1.0 

30.00 

10 ml 

Se disolvieron todos los componentes en un matraz de un 

litro en 800 ml. de agua bidestilada. Se repart;iÓ en botellas 

con tapón de rosca (100 ml. por botella) que se esterilizaron 

en el autoclave (15 min. a 15 lb y escape lento) y se guardaron 

a temperatura ambiente. 

TD Saslino 1 X: 

Se diluyó.el contenido de una botella de TD 10 X en 800 

ml de agua bidestilada. La solución se ajustó a pH 7.4-7.5 con 

Na OH N. a 37°C. Se aforo ~ un litro con agua bidestilada y 

se almacenó y se esterilizó como se indica pal'a el TD salino 

10 X. 

Las concentraciones finales fueron: 

tl'izma base 

rojo f enol 

c) PREPARACION DE COLORANTES 

137 (mM) 

50 

0.4 

25 

.001% 

1) Azul de tirpano al 5% (p/v). Cinco gramos del colorante 

se disolvieron en 100 ml de una solución isotónica (NaCl 0.9%, 
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if; Pssrssscrot ost eo sgsireo

TD salina Jl-'f 11': Nalìl 39.099
KCZ ó?.55

NHEHFÚÉ l.ü

Trisma base 3ó.ü0
Rojo fenol Ji IS ml

Se disolvieron todos los componentes en un matras de un
litro en S00 ml. de agua bidestilada. Se Hnxmtud en botellas
con tapón de rosca flüü ml. por botella) que se esterilisaron
en el autoolave (15 min. a 15 lb g escape lento) g se guardaron
a temperatura ambiente.

TD Saslino I X:

Se dilugó'el contenido de una botella de TD le I en óüü
ml de agua bidestilada. La solución se ajustó'a pH ?.4-?.5 con
Ha OH N. a S?°Ú. Se aforo a un litro con agua bidestilada y
se almacenó'y se esterilisd;como se indica para el TD salino
lü X.

Las concentraciones finales fueron:

NHCL 13? (MM)
KCZ 50

Na2HFÚ¿ 0.4

trisma base 35
rojo fenol .üólì

c) PREPARACIÚH DE ÚÚLÚRAHTES

1) seul de tirpano al 5% (p/v). Cinco gramos del colorante
se disolvieron en Ióó ml de una solución isotónica lfiafll 0.9%,
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p/v y pH neutro). La solución se filtro con papel Whatman No. 1 

y se guardo en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

2) Rojo fenol al 1% (p/vJ . Un gramo del colorante se disolvió 

en 100 ml de HCZ 0. 06 N. La solucón se guardo congelada a - 20°C. 

d) PREPARACION DE LAS ENZIMAS 

1) Solución de tripsina al 0. 1%: 

NaCl 8. 0 g 

KCl 0.2 

Na¡rro 4 l. 15 

KH2P04 0.2 

glucosa 1.0 

tPipsina 1.0 

estreptomicina o. 1 

rojo fenol al 1% 1.5 ml 

penicilina 400,000 U.I. 

Se ajustó a un pH de 7.35 y se aforo a un litro con agua 

bidestilada. Se almacenó a - 20ºC en tubos de rosca con 10 mZ 

cada tubo. 

2) Solución de tripsina al 0.05%: Se diluyo'la solución de 

tPipsina al O.Ji con TD salino 1 X a 37°C en una relación 1:1 

3) Solución de colagenasa: Se preparó inmediantamente antes 

de utilizarla, disolviendo Za cantidad de enzima necesaPia para 

tener 100 U/ml. de TD salino lX estéril a 37°C en un volumen 

final de 70 ml. 
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p/v g pH neutral. La solución se ƒiltro con papel Wbatman No.I
y se guardoualun frasco ámbar a temperatura ambiente.

2) Rojo fenol al 1% (plc). Un gramo del colorante se disolvicl
en 100 ml de Efll 0.06 N. La solucón se guardo congelada a -20°C

d) PREPARAÚIGN DE LAS ENZIMAS

1) Solución de tripsina al 0.1%¿

Naül 0.0 g
Kül 0.2
Na2HPfl¿ 1.25

KHEPÚ4 0.2

glucosa 1.0
tripsina 1.0

estreptomicina 0.1
rojo fenol al IK 1.5 ml
penicilina 400,000 0.1.

Se aiustó a un pH de ?.35 g se aƒero a un litro con agua
bidestilada. Se almaceno'a -20°C en tubos de rosca con 10 ml
cada tubo.

2) Solución de tripsina al 0.05%: Se diluyofla solución de
tripsina al 0.15 con TD salino 1 X a 5?°C en una relación 1:1

3) Solugión de colagenasa: Se preparó inmediantamente antes
de utilisarla, disolviendo la cantidad de ensima necesaria para
tener 100 Uƒml. de T0 salino IX estéril a 3?°C en un volumen
final de F0 ml.
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e) HEPATECTOMIA PARCIAL 

La hepatectomia se realizó eliminando Zc·s lóbulos medio 

e izquierdo mediante cirugia .. Según método c escrito por Higgins 

y Anderson (1931) 24 hrs antes del aislamientQ de hepatocitos 

y ayuno por 16 hrs. 

fJ CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS 

Aislamiento de los hepatocitos: El aislamiento de los hepato

citos tanto de rata i ntacta como de rata parcialmente hepatectomi

zada se baso en el método descrito por Ber-py y Friend (1969), 

modificado por Mendoza y Figueroa (1978), los animales con 18-

20 hrs de ayuno, se anesteciaron con éter etilico. Se realizó 

Za hepatectomia en condiciones asépticas, se desplazaron los 

intestinos hacia Za derecha del animal para dejar al descubierto 

Za vena porta, que se canuló con una aguja calibre 18 conectada 

a una bomba peristáltica. La perfusión se inici6 pasando Za solu

ción TD salina 1 X a 37°C durante dos minutos a una velocidad 

de 15 ml/min. Al inicio de Za perfusión se corto Za vena cava 

inferior a Za altura de los riñones para eliminar Za sangre del 

higado, posteriormente se pasaron 70 ml de Za solución de colagena

sa con un flujo de 9 ml/min. Al término de la perfusión se escin

dió el higado y se colocó en una caja de petl'"i. En condiciones 

de esterilidad se añadieron 4.50 ml de medio HEM completo. Se 

hizo una dilución 1:10 de esta suspensión con TD salino 1 X, 

para determinar el número de células/ml en 1U1 hematocitómetro. 

gJ VIABILIDAD CELULAR 

Se tomaron varias muestras en el transcll!'so del aislamiento 

de hepatocitos para determinar su viabilidad, utilizando el cri

terio de exclusión del azul de tripano al 0.05'1. En todos los 

experimentos Za viabilidad de Zas células al momento de sembrar 

fue mayor del 85%. 
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el HEPATECTOHIA PARCIAL

La hepatectomia se realisó eliminando los lóbulos medio
e iscuierdo mediante cirugia.. Según método descrito por Higgins
g Anderson (1931) 24 hrs antes del aislamiento de hepatocitos
g aguno por 16 hrs.

fl Cütflïü PRIMMRIO DE_H§PAIOC120S

Aislamiento de los hepatocitos: El aislamiento de los hepato
citos tanto de rata intacta como de rata parcialmente hepatectomi
sado se baso en el método descrito por Berry g Friend (1969),
modificado por Mendosa y Figueroa (1918), los animales con 10-
20 hrs de ayuno, se anesteciaron con éter etilico. Se realisó
la hepatectomia en condiciones asópticas, se desplasaron los
intestinos hacia la derecha del animal para dejar al descubierto
la vena porta, que se canuló con una aguja calibre 10 conectada
a una bomba peristáltica. La perfusión se inudó'pasando la solu-
ción T0 salina 1 X a 3?°C durante dos minutos a una velocidad
de 15 mlƒmin. Al inicio de la perfusión se corto la vena cava
inferior a la altura de los riñones para eliminar la sangre del
higado, posteriormente se pasaron 70 ml de la solución de colagena-
sa con un flujo de 9 ml/min. Al término de la perfusión se escin-
dió el higado y se colocó en una caja de petri. En condiciones
de esterilidad se añadieron 4.50 ml de medio.HEH-completo. Se
hiso una dilución 1:10 de esta suspensión con TD salina 1 I,
para determinar el námero de células/ml en un hematocitómetro.

Fl .l.ïl'§i¿11_'fl_L“P ÚFLUME

Se tomaron varias muestras en el transcurso del aislamiento
de hepatocitos para determinar su viabilidad, utilizando el cri-
terio de exclusión del asul de tripano al 0.051. En todos los
experimentos la viabilidad de las células al momento de sembrar
fue mayor del 85%.
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h) INOCULO Y CONDICIONES DEL CULTIVO 

Alicuota8 de J mZ de Za suapens~on celular con una concentra

ción final de 1x106 cél/ml de MEM completo 8e incubaron en una 

atmósfera húmeda con 5% de co2 a J7°C. Después de 1 hora de 

incubación se retiró el sobrenadante con Zas células que no se 

adhi -nieron a Za caja de cultivo y se procedió al tratamiento 

de.-.Z,a; hepatocitoa. 

i) TRATAMIENTO DE LOS HEPATOCITOS EN CULTIVO PRIMARI O 

Se preparó una solución madre de DMN l.J5xl0-JM en agua 

bidestilada JO min antes de utilizarse y Zas soluciones de traba

jo se obtuvieron mediante dilucione8 en MEM completo. 

El tratamiento se realiaÓ con una dosis de DMN a una concentra

ción de l0-5M a diferentes tiempos, después de los cuales se 

transfirieron al medio en agar blando. 

j) RECOLECCION Y SEMBRADO EN AGAR BLANDO 

Para desprender Zas células de Zas cajas de cultivo a J, 

6, 9 y 12 hrs de tratamiento, se retiró elmedio de cultivo, se 

lavaron las cajas con TD salino lX y se añadió 1 ml por caja 

de Za solución de tripsina 0.05%. Después de 2 a J min se inac

tivo la acción de Za tripaina por Za adición de 1 ml de MEM 

completo y se resuspendieron Zas células hasta formar una suspen

sión homogénea. De Za suspensión obtenida se midió viabilidad 

con azu l de tripano, se contó el número de cé lulas y se hicieron 

diluciones para obt ener lxzo6 cel/ml. 

El agar blando s e p1'epar6 de acuerdo a l método descr>ito 

por Macpherson y Montagni er (1964) con las siguientes modifica

ciones , 
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F1) INOCULG I' Cfìlållìf51.;lIfHE§ _ DE@ §'_l;'L_TI

Alicuotas de 5 ml de la euspeneión celular con una concentra-
ción ƒinal de Imlüfi cólƒml de MEM'completo ee incubaron en una
atmósfera húmeda con 5% de C02 a 3?°C. Después de 1 hora de
incubación se retirc`el sobrenadante con las celulas que no ee
adhirieron a la caja de cultivo y se procedió al tratamiento
de 'los hepatocitos .

1'.) TRATAMIEHTU DE HEPJETÚCITOS EN CULTIVO PRIMARIU

Se preparó una solución madre de HHH 1.35m1ü EN en agua
bidestilada 30 min antes de utilizarse y las soluciones de traba-
jo se obtuvieron mediante diluciones en MEM completo.

El tratamiento ee realieó'con una dosis de BMW a una concentra-
ción de 10 SH' a diferentes tiempos, después de los cuales ee
traneƒirieron al medio en agar blando.

¿J Regogeccggn r seeemoo eq nom? BL.u_:¿¿_;›_ç_

Pera desprender las células de las cajas de cultivo a 3,
6, 9 y 12 hrs de tratamiento, se retiró elmedio de cultivo, ee
lararon las cajas con TD salina IX y se añadió 1 ml por caja
de la solución de tripeina 0.052. Después de 2 a 3 min se inac-
tivo la acción de la tripsina por la adición de I ml de MEM
completo y se resuependieron lae cólulae hasta ƒermar una euepen-
sión homogénea. De la euepeneión obtenida se midió oiabilided
con aeul de tripano,¿e contó el número de células y se hicieron
óïlucicnes para obtener ïxlüs cel/ml.

El agar blando se precaró de acuerde al mótode descrito
por Mecphereon 3 Hentagnier (1964) con lce ciguientee modifica-
ciones.
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Pal'a Za pl'imel'a a:qxz de agal' se p1'epa1'a1'on so l uciones a Z 

3 y 5% de agaPosa en agua bidestilada y se estel'ilizal'on en auto

clave. Inmediantamente después se diluyel'on en una !'elación de 

1:10 con l.fE~ comp leto a una t empe1'atu1'a de 4CºC, pal'a evitar 

Za f ol'mación de grumos. Se utilizal'on cajas de cultivo de 30x10 mm 

con ambas concentl'aciones. En el caso de Za concentl'ación final 

de 0.3% se utilizo unvol umen de 1.7 ml y con la de 0.5% el volumen 

empleado fue de 1.2 ml. Una vez gelificada la primeraaapa, se 

procedio a prepa1'a1' Za segunda capa en tubos de ensaye de 12x75 

mm estél'iles, pal'a obtener una concentración final de agal'osa 

de 0.125S, con un inóculo de 50x103 cel/caja. ajustando con MEM 

completo a un volumen final de 1.2 ml. Se vertió este volumen 

sobre la pl'imel'a capa se incubaron Zas cajas a 37°C en atmósf e1'a 

húmeda de co2 al 5S durante 15 dias. 

kJ AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS TUMORALES 

El aislamiento de los hepatocitos provenientes de rata Za 

cual fue tratada i n vivo de acuerdo al esquema de Iniciación

Promoción r.escl'ito por Pitot y col. (1978), con una dósis de 

~ iniciador y fenobarbital en Za dieta dul'ante 8 meses. 

se l'ealizó después de poner en ayuno al animal de 18-20 hrs antes 

de Za perfusión. Se anestesió ala !'ata bajo éter etilico y se 

canuld Za vena porta con una aguja de calibre 20, conce.ctada 

a una bomba peristáltica. La perfusión se realizó como se descri

bió antePiormente, pel'o aumentando el volumen y concentración 

de Za solución de colagenasa, siendo 150 ml a 200 U/ml . 

Al término de Za pel'fusión se resectal'on los nódulos que 

aparecian en el relieve del hígado y se t1'ansfi1'ie1'on a un vaso 

de precipitado que contenia una solución de tl'ipsina al 0.1% 

y mediante agitación magnética se obtuvo una suspensión de hepa

toc itos a los que llamamos hepatocitos t umol'al es . Del l'es t o del 

higado se despl'endiel'on l os hepatocitos mediante agitación mecá

nica y se obtuvó otl'a suspensión de hepatocitos a los que llamamos 
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Para la primera amalde agar se prepararon soluciones al
5 y 5% de agarosa en agua bidestilade y se esteriliearen en auto-
clase. Inmedïantamente después se diluyeron en una relación de
1:19 con MEM completo a una temperatura de 45°C, para esitar
la ƒeración de gramos. Se utilisaron cajas de cultioo de 3üe1ü.mm
con ambas concentraciones. En el caso de la concentración final
de 0.5% se utiliso unoolumen de 1.? ml y con la de 0.5% el columen
empleade ƒee de 1.2 ml. Una ses geliƒicada la primera eapa, se
procedio a preparar la segunda capa en tubos de ensaye de 12x?5
m estériles, para obtener una concentración ƒinal de agarosa
se o.125:, con un instalo de .sauaä ser/caen, ajustando son use
completo a un volumen ƒinal de 1.2 ml. Se rertió este volumen
sobre la primera capa se incubaron las cajas a 37°C en atmósfera
hümede de C02 al 53 derante 15 dias.

¡(1 AISLJIHIENTO DE HEFATÚCITOS TUMÚRALE5

El aislamiento de los hepatocitoe provenientes de rata la
cual ƒee tratada in oivo de acuerde al esquem de Iniciación-
Promoción descrito por Pitot y col. (19?8), con una decis de
amndnånmo iniciador y ƒenobarbital en la dieta derants 8 meses,
se realieó`despuós de poner en ayuno al animal de 18-20 hrs antes
de la perfusión. Se anestesió¢:la rata bajo éter etilico y se
canuló'la vena porta con una aguja de calibre 20, concectada
a una bomba peristáltica. La perfusión se realisó'coo se descri-
bió anteriormente, pero aumentande el volumen y concentración
de la solución de colagenaea, eiende 150 ml a 200 U/ml.

el termino de la perfusión se resectaron los nódulos que
aparecian en el relieoe del hlgade y se transƒirieron a un caso
de precipitado que contenia una solución de tripsina al 0.15
y mediante agitación magnética se obtuvo una suspensión de hepa-
tocitos a los que llamamos hepatocitos tumorales. Del rest; del
higado se desprendieron los hepatocitos mediante agitación ascó-
nica y se obtuuó otra suspensión de hepatocitos a los que llamamos
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hepatocitos periféricos. Ambos tipos de células se sembraron 

en el agar blando como se describió anteriormente . 

ZJ AISLAMIENTO DE LAS CELULAS LEUCEMICAS L5178Y 

Lás cé lulas Zeucémicas de ratón, L5178Y, mantenidas en tumor 

ascitico de ratón BALB/c, se extraen de Za siguiente manera : 

se sujeta al ratón . y se coloca en posición ventral para limpiar 

asépticamente con etanol al 1%. Se punsiona Za cavidad abdominal 

con una j eringa hipodérmica para extraer Zas células. Después 

de quitar Za aguja, se coloca en un tubo de ensaye estéril y 

se lavan con solución salina mediante centrifugación a 1000 rpm, 

5 min. Se retira el sobrenadante y Za pastilla celular se resus

penden en MEM carrpleto ajustando a una concentración de 1x106 

cel/ml. Se mide viabilidad mediante el azul de tripano y se siem

bran en el agar blando, cano se describe anteriormente con un 

inóculo de 50x103 cel/caja. 

m) TINCION HISTOQUIMICA DE LA GLUTAMIL TRANSPEP'I'IDASA (GGTJ . 

La tinción histoquimica de Za GGT, se realizo' de acuerdo 

al método descrito por Rutenburg ycol. (1969), util izando 

(-glutamil -4-metoxi-2-naftilamida como substrato y gZiciZ-gZicina 

como aceptar, con Zas siguientes modificacio~es, para Zas prepara

ciones en agar blando. 

Se disol vieron 2.5 mg de t-gZutami l-4-me toxi-2-naftilamida 

en 0. 05 ml de DMSO (dimeti Z-suZfoxido) . Se añadieron 0.05% ml 

de NaOH lN; 5 mZ de tris-HCZ 0.1 ~~ pH 7.4 a 37°C; 14 ml de la 

so lución salina al, O.B5i,10 mg de gZicil-gZicina y 10 mg de Za 

sal diazónica se f iltró el medio i nmediatamente , La i ncubación 

debe1'á empezar tan pronto como sea posible porque Za adición 

de es te compuesto produce turbidez en el medio en muy corto tiem

po. Obteni éndose una coloración rojo en el eitio de Za actividad 
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hepatocitos periféricos. Ambos tipos de células se sembraron
en el agar blando como se describió anteriormente.

ll ÁISLAMIEHTÚ DE LAS CELULAS LEQQEMICA5 LSIFBY

Lós células leucémicas de ratón, L5I?8Y, mantenidas en tumor
ascitico de ratón BALBƒc, se extraen de la siguiente manera:
se sujeta al ratón y se coloca en posición ventral para lirrpiar
asépticamente con etanol al 1%. Se punsiona la cavidad abdominal
con una jeringa hipodérmica para extraer las células. Después
de quitar la aguja, se coloca en un tubo de ensage estéril y
se lavan con solución salina mediante centriƒugación a 1000 rpm,
5 min. Se retira el sobrenadante y la pastilla celular se resue-
penden en MEM completo ajustando a una concentración de Ixlflfi
cel/ml. Se mide viabilidad mediante el asul de tripano y se siem-
bran en el agar blando, cano se describe anteriormente con un
lso.-.nao de somos ser/seen.

sc gracias sjgsroqgvfaacl os ¿psp goppsnsrt Tstssesesgoess (sor).

La tinción histoquimica de la GGT, se realiso'de acuerdo
al método descrito por Rutenburg gcol. (1969), utilizando
I'-glutamil-4-metolci-2-naƒtilamida como substrato y glicil-glicina

como aceptar, con las siguientes modificaciones, para las prepara-
ciones en agar blando.

Se disolaieron 2.5 mg de I'-gluttsnil-4-metoai-3-naƒtilamida
en 0.05 ml de Dtfiü (dimetil-sulƒ`o::ido). Se añadieron 0.055 ml
de tiaüfl' IN; 5 ml de tris-ECI 0.1 M, pH ?.e a 3?°C',- 14 ml de la
solución salina al p_g5§,Iü mg de glicil-glicina y le mg de la
sal diaeónica se filtró el medio inmediatamente, La incubación
deberó empesar tan pronto como sea posible porque la adición
de este compuesto produce turbides en el medio en muy corto tiem-
po. Gbteniéndose una coloración rojo en el sitio de la actividad
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enzimática . Se suprimió el uso del sulfato c)::;rico, que queda 

al compuesto azo resultante, haciendolo ins ~ Zuble , pues preci

pita a Zas proteinas del suero presentes en el medio de cultivo. 
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ensimótica. Se suprimió el uso del sulfato eiprico, que queda
al compuesto aso resultante, haciendolo insoluble, pues preci-
pita a las proteinas del suero presentes en el medio de cultivo
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BESlPL'fAJJ)OS 

CONDICIOflES DEL CULTIVO EN AGAR BLANDO DE LAS CELULAS LEUCENICAS 

(L5178Y ). 

Para caracterizar el cultivo de Zas células Zeucémicas (L5178Y) 

en agar blando tomando como base el método descrito por MacPherson 

y Nontagnier, (1964), se experimentó con el volumen y con Za concen

tración de Zas capas de agar, todo esto en cajas de cultivo de 

35 mm de diámetro. Adicionalmente, se ensayaron diferentes cantida

des de células en los inócuZos, se probaron diferentes sueros y 

por último se determinó histoquimicamente la (-gZutamil-transpepti

dasa (GGT ). 

La capa inferior del medio de cultivo, se definió despues de 

?robar vo~ de 1.7 y 1.2 ml y concentraciones de agarosa de 

0.5% y 0.3% respectivamente. En cuanto a estas condiciones no hubo 

diferencia en cuanto al crecimiento de las cé Zul.as L5178Y. Para 

Za capa superior los volumenes probados fueron de 0.51 ml y 1.2 

mZ Con el primero, se observó crecimiento limitado en el desarrollo 

celular, pero con 1.2 ml el volumen fue adecuado para la formación 

de colonias. También se probaron concentraciones de agarosa de 

0.3Z; 0.25%; 0.201 y 0.15%. La tabla I, muestra que para las concen

traciones de 0.3% y 0.25% no se observaron diferencias ya que la 

formación de mancuernas de células por campo sólo fue de 2 a las 

24 hrs de cultivo. Con 0.20% de agarosa la presencia de mancuernas 

por campo fue de 5 y los mejores resultados se obtuvieron en la 

concentración de 0.15%, con esta última, Za presencia de mancuer

nas por campo al primer dia de cultivo fue de 8. 

En relación al número de células en los inóculos, se probaron 

concentraciones celulares de 25x103 y 50x103, el segundo inóculo 

fue el mejor, ya que las colonias de células se desarrollaron en 
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Para caracterisar el cultivo de las células leucémicas ÍLSIFSEJ
en agar blando tomando como base el método descrito por MacPherson
g mentagnier, (1964), se experimentó con el volumen g con la concen-
tración de las capas de agar, todo esto en cajas de cultivo de
55 mm de diómetro. ndicionalmente, se ensayaron diferentes cantida-
des de células en los inóculos, se probaron diferentes sueros g
por último se determinó histoouimicamente la I'-glutamil-transpepti-
=iasa (GET).

La capa inferior del medio de cultivo, se definió despues de
probar iolufw de 1.? y 1.2 ml g concentraciones de agarosa de
ó.5% g d.3ì respectivamente. En cuanto a estas condiciones no hubo
diferencia en cuanto al crecimiento de las célulmsL51?Eï; Para
la capa superior los volumenes probados fueron de 9.51 ml g 1.2
ml Gon el primero, se observó crecimiento limitade en el desarrollo
celular, pero con 1.2 ml el volumen fue adecuado para la fermación
de colonias. Iumbién se probaron concentraciones de agarosa de
ó.3ä; ü.25$; ü.3ü¦ y 0.155. La tabla I, muestra que para las concen-
traciones de é.3I y 6.252 no se observaron diferencias ya que la
fermación de mancuernas de células por campo sólo fue de 2 a las
24 hrs de cultivo. Gon G.2é1 de agarosa la presencia de mancuernas
por campo fue de 5 y los mejores resultados se obtuvieron en la
concentración de 0.151, con esta ultima, la presencia de mancuer-
nas por campo al primer dia de cultivo fue de S.

En relación al ndmero de células en los inóculos, se probaron
concentraciones celulares de Eãxlvã y óémlas, el segundo inóculo
fue el mejor, ga que las colonias de células se desarrollaron en
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mayor proporción y a los 7 dias de cu l t i vo alcanzaban un diámetro 

de aproximadamente 1 mm (Figura 1). 

Con el fin de seleccionar el suero más apropiado para el 

crecimiento de Zas colonias, se utilizaron: suero fetal de bovino, 

suero de caballo y suero neonato de bovino. Con los dos primeros 

só lo hubo presencia de mancuernas al segundia dia de sembrados 

y muerte celular en los dias pos teriores; los resultados con estos 

dos sueros fueron negativos. El suero neonato de bovino fue el 

único que promovió el crecimiento y desarrollo de Zas colonias. 

Con base en estos resultados, establecimos Zas siguientes 

condiciones de volumen final y concentración de agarosa: para Za 

capa inferior se utilizaron Zas dos condiciones mencionadas ante

riormente de 1.?n ml con 0 • .5.% de agarosa y 1.2 ml con 0.3l de 

agarosa. Para Za capa superior se estableci6 un volumen de 1.2 

ml con una concentración de agarosa de 0.15%. El inóculo selec

cionado fue de 50xl03 células por caja y el suero utilizado fue 

el de neonato de bovino. 

2) TRATAMIENTO DE LOS HEPATOCITOS EN CULTIVO PRIMARIO. 

Con el fin de establecer el tiempo de tratamiento con el car

c~nogeno iniciador, de los hepatocitos en cultivo primal'io, para 

su postePioP t:ronsferencia al agar blando, se ensayaron periódos 

de tratamiento a 3, 6, 9 y 12 hPs. utiliaando u11a dosis ds DMN 

de lxl0-5M. Es importante señalar que los hepatocitos para ser 

transferidos al aga1' blando, necesitan ser desprendidos de las 

cajas de cultivo, utilizando paro esto tripsina, por lo que fue 

necesario detePmina1' el efecto de dicha enzima sobre los hepato

citos, en cada uno de los tiempos analizados. 

Los primeros experimentos mostraron que los hepatocitos a 

Zas 12 hrs de cu Z tivo dianin.lyen::11 considerab Zemente su viabi Z idad 
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mayor proporción g a los ? dias de cultivo alcanzaban un diámetro
de aproximadamente 1 mm (Figura 1).

Con el fin de seleccionar el suero más apropiado para el
crecimiento de las colonias, se utilizaron: suero fetal de bovino,
suero de caballo y suero neonato de bovino. Con los dos primeros
sólo hubo presencia de mancuernas al segundia dia de sembrados
p muerte celular en los dias posteriores; los resultados con estos
dos sueros fueron negativos. El suero neonato de bovino fue el

único que promovió el crecimiento y desarrollo de las colonias.

Con base en estos resultados, establecimos las siguientes
condiciones de volumen final y concentración de agarosa: para la
capa inferior se utilizaron las dos condiciones mencionadas ante-
riormente de l.?n ml con 0.53 de agarosa g 1.3 ml con d.5I de
agarosa. Para la capa superior se estableció un volumen de 1.2
ml con una concentración de agarosa de 0.151. El inóculo selec-
cionado fue de ädrïüå células por caja y el suero utilizado fue
el de neonato de bovino.

2) rsarsnrsspv se pos ssr.n'o_cr_Tos s_.=›¿ cfgpcrlvo___1_=-_sr:asIo.

Con el fin de establecer el tiempo de tratamiento con el car-
cinógeno iniciador, de los hepatocitos en cultivo primario, para
su posterior transferencia al agar blando, se ensayaron periódos
de tratamiento a 3, 8, S y 18 hrs. utilizando una dosis de DNI
de 1x10'5H; Es importante señalar que los hepatoaitos para ser
transferidos al agar blando, necesitan ser desprendidos de las
cajas de cultivo, utilizando para esto tripsina, por lo que fue
necesario determinar el efecto de dicha eneim sobre los hepato-
sitos, en cada uno de los tiempos analizados.

Los primeros experimentos mostraron que los hepatooitoe a
las 12 hrs de cultivocäsnbugenu: considerablemente su viabilidad
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después del tratamiento con Za tripsina a valores menores de l 50%, 

por lo que se optó por eliminar dicho tiempo de cultivo. 

Los resultados obtenidos del cultivo de hepatocitos de rata 

intacta (HRI J, (Tabla JI), mostraron una disminución en la viabili

dad confol'Tlle transcurre el tiempo de cu lti vo, Za cual no es debiba 

al tratamiento de Za DMN puesto que los valores de l os cultivos 

tratados son iguales a los contr ol es, en los t r es tiempos analiza 

dos . Dicha disminucióñ . fue más marcada en los hepatocitos tripsini 

zados, obteniendo valores alrededor de l 51% a los 9 hrs de cultivo 

l os cuales son estadisticamente s i gnificativos con respecto a los 

controles correspondientes sin tripsina. 

Los resultados obtenidos del cultivo de hepatocitos provenien-

tes de rata parcialmente hepatectomizada (HRPJ, (Tabla III), mos

traron que la DMN no afecta Za viabilidad de los hepatoci tos en ninguno 

de los tiempos ana lizados , con respecto a sus testigos correspondien 

tes. Al anal izar el efecto de la tripsina, l os datos no son estadis

ticamente significat i vos, por la gran variación de viabilidad obteni

da en los hepatocitos tripsini zados; no obstante después de Zas 
9 hl'B de tratamiento se observó una disminución en la viabil idad 

a valores del 65-70%. 

Con base en estos resultados, se dicidió trabajar únicamente 

con los tratamientos de 3 y 6 hrs en cult i vo primario tanto en 

HRI como de HRP para su transferencia al agar blando. 

3) CONDICIONES DEL CULTIVO EN AGAR BLANDO D~ ios HEPATOCITOS 

Se utilizaron Zas concentraciones y volumenes que se estable

cieron para e l cultivo de células L5178Y. Después de ensayar, se 

varió Za concentración de Za capa de agar super ior ya que , los 

hepatocitos se veian poco birrefri ngentes al t ercer dia de culti vo, 

se encontró que a Za concentración minima a Za que geli f ica el 
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después del tratamiento con la tripsina a valores menores del 50%,
por lo que se optó por eliminar dicho tiempo de cultivo.

Los resultados obtenidos del cultivo de hepatocitos de rata

intacta (HRIJ, (Tabla II), mostraron una disminución en la viabili-
dad conforme transcurre el tiempo de cultivo, la cual no es debiba
al tratamiento de la bmw puesto que los valores de los cultivos
tratados son iguales a los controles, en los tres tiempos analisa-
dos. Dicha disminución fue mds marcada en los hepatocitos tripsini-

zados, obteniendo valores alrededor del 51% a los S hrs de cultivo
los cuales son estadisticamente significativos con respecto a los
controles correspondientes sin tripsina.

Los resultados obtenidos del cultivo de hepatocitos provenien-
tes de rata parcialmente hepatectomizada ÍHRPJ, (Tabla III), mos-
traron que la BMW no afecta la viabilidad de los hepatocitos en ninguno
de los tiempos analizados, con respecto a sus testigos correspondien-
tes. Al analisar el efecto de la tripsina, los dutos no son estadis-
ticamente significativos, por la gran variación de viabilidad obteni-
do en los hepatocitos tripsinizados; no obstante después de las
9 hrs de tratamiento se observó una disminución en la viabilidad
a valores del E5-Fvì.

Con base en estos resultados, se dicidió trabajar únicamente
con los tratamientos de 3 g 6 hrs en cultivo primario tanto en
HRI como de HRP para su transferencia al agar blando.

51 comracrones ma estereo su aus mumoo os ;_oe_ggeeggg†oor_±"os

Se utilizaron las concentraciones g volumenes que se estable-
cieron para el cultivo de células L51?8Y. Después de ensayar, se
varió la concentración de la capa de agar superior ya gue, los
hepatocitos se veian poco birreƒringentes al tercer dia de cultivo,
se encontró que a la concentración minima a la que gelifica el
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agar, era Za mejor condición para el culti ve . En estas condiciones 

con Zas células Zeucémicas se desarrollaron ~ n buen número de colo

nias positivas a Za GGT a los 7 y 14 dias de cultivo. 

Debido al tiempo que transcurre entre Za tripsinización de 

los hepatocitos provenientes del cultivo pl'i.~ario y Za manipulación 

de los mi smos, hasta el momento de ser s emb!"'..iios en el agar blando 

Za viabilidad podria verse afectada. Con ta l propósito se midid 

Za viabi l i dad de l os hepatocitos de Za suspensión celular de Za 

cual fu eron tomadas Zas alicuotas. 

Los resultados de los hepatocitosde reta intacta (HRI) después 

de ser transferidos al agar blando (Tabla 7 } mostraron viabilidades 

similares a Zas obtenidas inmediatamente degpués de tripsiniaarlos 

(Tabla JI) después de Zas 3 hrs de cultivo, tanto en los controles 

como en los tratados; a Zas 6 hrs de cultivo se observo una disminu

ción en Za Fiabilidad de 91. 2 "!: 1. 9 a 84. 7 "!: 2. 9 en los cultivos 
+ + controles y de 93.6 - 0.46 a 83.9 - 3.5 en los tratados pero 

esta di sminución no fue estadisticamente significativa. En el caso 

de los hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatectomiza

da (HRP) después de transferidos al agar blando (Tabla IV), hubo 

una disminución en Za viabilidad tanto en los cultivos controles 

como en los tratados a Zas 3 y 6 hrs compa.radoe con loe valores 

obtenidos inmediatamente después de tripeil'li.zar (Tabla IIIJ, pero 

dicha disminución no fue estadisticamente significativa en ninguno 

de los caeoe. 

A Z seguir Za cinética de viabi lidad de Zos hepatocitos conf or

me transcurre el tiempo de cultivo en agar blando, loe reeultadoe 

de los HRI (Tabla VI) mostraron una disminución paulatina hasta 

los 4 dias de cultivo, tiempo en el cual los hepatacitos tanto 

controles como tratados, transferidos al aga:r blando, después de 

3 y 6 hrs de cultivo primario, presentaron ur.a viabilidad del .20 

y 10% respectivamente. 
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agar, era la mejor condición para el cultivo. En estas condiciones
con las células leucémicas se desarrollaron un buen número de colo-
nias positivas a la GGT a los P p le dias de cultivo.

bebido al tiempo que transcurre entre la tripsinisación de
los hepatocitos provenientes del cultivo primario g la manipulación
de los mismos, hasta el momento de ser sembrados en el agar blando
la viabilidad podria verse afectada. Con tal propósito se midio'

la viabilidad de los hepatocitos de la suspensión celular de la
cual fueron tomadas las alicuotas.

los resultados de los hepatocitoste rata intacta ÍHRIJ después
de ser transferidos al agar blando fïoblc ïj mostraron viabilidodes
similares a las obtenidas inmediatamente después de tripsinisarlos
(Tabla II) después de las 3 hrs de cultivo, tanto en los controles
como en los tratados; a las 6 hrs de cultivo se observo una disminu-
sien en in cinta-¿ene se sis Í is n ser Í .is en us snuinsn
controles y es sus Í s.-es n sae Í 5.5 en los tenen.-son pero
esta disminución no fue estadisticamente significativa. En el caso
de los hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatectomiza-
da (ERP) después de transferidos al agar blando (Tabla IFJ, hubo
una disminución en la viabilidad tanto en los cultivos controles
como en los tratados a las 3 g S hrs comparados con los valores
obtenidos inmediatamente después de tripsinizar Ífobla IIIJ, pero
dicha disminución no fue estadisticamente significativa en ninguno
de los casos.

nl seguir la cinética de viabilidad de los hepatocitos confor-
me transcurre el tiempo de cultivo en agar blando, los resultados
de los HRI (Tabla FI) mostraron una disminución paulatina hasta
los d dias de cultivo, tiempo en el cual los hepatocitos tanto
controles como tratadoe,transferidos al agar blando, después de
S g ó' hrs de cultivo primario, presentaron una viabilidad del sv
g los respectivamente.
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En el caso de los HRP (Tabla VII) partiendo de viabi l~i.c.des 

al tiempo de transferirlos al agar blando (tiempo 0) , del é ~ % , 

Za disminución en Za viabilidad alcanzo valores a los 4 dias de 

alrededor del 15% , tanto en l os provenientes de 3 hrs. como en 

los de 6 hrs. de cultivo primario. 

Al seguir Zas caracteristicas morfológicas de l os hepctoci 

t os (Figura 2) desde e l momento de ser transferidos al aqar blando, 

observamos durante Zas primeras 24 hrs . en ambos tipos de culti vo , 

HRI y HRP, Za presenci a de céZ;,ilas de 4 a 5 veces m&s grandes que 

los hepatocitos , a Zas que llamamos "cél ulas grandes". Dichas 

células no presentaron siempre Zas mismas caracteristicas, en oca

ciones su apariencia f ue segmentada (Figura 3) y en otras ocaciones 

mostraron un relieve topográfico arrugado (Figura 4). Su tamaño 

fue variab le y menos birrefringentes que los hepatocitos . Algunas 

veces a l cuarto dia de cultivo se observó Za presencia de células 

más pequeñas asociadas a Zas células grandes. 

A pesar de que Za viabilidad de los HRI y los HRP a l os 

4 dias de cultivo en e l agar blando disminuyó considerablemente , 

a partir de este dia Za aparición de otro tipo de células , de tama

ño más pequeño que los hepatocitos a Zas que llamamos "cé lu las 

pequeñas" Zas cuales presentaron capacidad para prol i ferar en 

estas condiciones , enconti'andose de manera aislada o asoci adas 

a las célu las grandes, decidiendo seguir los cu l tivos hasta l os 

7 y 14 dias . Al realizar Za tinción histoquimica de la GGR en dichos 

cultivos , a los 7 dias Zas colonias aisladas de 6 a 8 células pequ~ 

ñas fu eron negativas a la enz ima . A los 12 dias de cu ltivo se 

f ormaron colonias de más de 12 células , que f ueron negativas 

a Za GGT (Figura 5) . Cuando Zas células pequeñas se encontraban 

f ormando colonias de más de 30 células asoci adas a las células 

grandes, presentaron una t inción positiva a Za GGT (Fi gura 6 ). 

Los resul tados de l ais lamiento de Zas células tumorales median -
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En el caso de los HRP (Tabla VII) partiende de viabilidades
al tiempo de transƒerirlos al agar blonde (tiempo 0), del Eãå,
la disminución en la viabilidad alcanzo valores a los 4 dias de
alrededor del 15%, tanto en los provenientes de 5 hrs. como en
los de 6 hrs. de cultivo primario.

Al seguir las caracteristicas morfológicas de los hepatoci-
tos (Figura 2) desde el momento de ser transferidos al agar blando,
observamos durante las primeras 24 hrs. en ambos tipos de cultivo,
HRI y HRP, la presencia de células de 4 a 5 veces eje grandes que
los hepatocitos, a las que llamamos "células grandes". Dichas
células no presentaron siempreles mismas caracteristicas, en oca-
ciones su apariencia fue segmentada fFigura 3) y en otras ocaciones
mostraron un relieve topográfico arrugade (Figura 4). Su tamaño
fue variable y menos oirreƒringentes que los hepatocitos. Algunas
veces al cuarto dia de cultivo se observó la presencia de células
mds pequeñas asociades a las células grandes.

J pesar de que la viabilidad de los HRI y los HRP a los
4 dias de cultivo en el agar blando disminuyó considerablemente,
a partir de este dia la aparición de otro tipo de células, de tama-
no mds pequeño que los hepatocitos a las que llamamos "células
pequeñas" las cuales presentaron capacided para proliƒerar en
estas condiciones, encontrandose de manera aislada o asociadas
a las células grandes, decidiendo seguir los cultivos hasta los
F y 14 dias. Al realisar la tinción histoquimica de la GGR en dichos
cultivos. a los ? dias las colonias aisladas de 6 a 8 células peque
nas fueron negativas a la ensima. A los 12 dias de cultivo se
formaron colonias de más de 22 células, que fueron negativas
a la GGT (Figura 5). Cuando las células pequeñas se encontraban
formando colonias de más de 30 células asociadas a las células
grandes, presentaron una tinción positiva a la GGT (Figura BJ.

Los resultados del aislamiento de las células tumorales median-
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te Zas dos condiciones ensayadas, Za diges~:sn con agitación mecá

nica util izando una solución de colagenasa 0 una solución de trip

sina , no fueron satisfactorias ya que a pescr de que con Za trip

sina se obtuvo un mayor rendimiento de Zas ~éZulas de los nódulos 

no fue suficiente y Za viabilidad fue de un t0% . En estas · condi

ciones, el cultivo en agar blando tc:ntc ¿e :os hepc:tocitos twnora

Zes , co:r.o (:e los hepatocitca periféricos -~ :::~2nidos como se descri 

bio en métodos fue negativo en cuanto a l crecimiento en agar blando 

de hepatocitos trans f ormados y por consi gu ien te a Za tinción posi

tiva del marcador enzimático de células preneoplásicas utilizado. 
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te las des condiciones ensayades, la d geszión con agitación mecó-
nica utilisando una solución de colagenasa o una solución de trip-
sina, no fueron satisƒectorias ya que a pesar de que con la trip-
sina se obtuvo un mayor rendimiento de las células de los nódulos
no fue suficiente y la viabilidad fue de un En estas condi-¦'.I"1 -"JH II'

ciones, el cultivo en agar blonde tanto de Ios hepatocitos tumora-
les, como de los nepatocitos periféricos ~L:enidos como se descri-
bio en métodos fue negativo en cuanto al crecimiento en agar blando
de hepatocitos transfermades y por consiguiente a la tinción posi-
tiva del marcador eneimótico de células preneoplósicas utilieado.
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TABLA l. DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AGAROSA PARA LA CAPA 

SUPERIOR DEL CULTIVO EN AGAR BLANDO DE CELULAS 

LEUCEMICASª. 

AGAROSA NUMERO DE 

CONCENTRACION (%) MANCUERNAS/CAMPJ 

0.15 8 

0.20 5 

0.25 2 

0.30 2 

ªcé lulas leucemicas de ratón, L5178Y, mantenidas en tumor 

ascitico. 

bLa cuantificación se realizó a Zas 24 hrs., de cultivo y los 

valores representan el promedio de dos cultivos. 
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o

la

mete 1. vfreesnrss concmom-isrorms es noneosn sien tn emm
svrssron ost cvtrfvo es mus stmmo se cstvtns
tevcsnrcnsa.

†_ i† “í-1 I Mi I  .

AGHRÚSÁ NUHERÚ BE

CÚNCEFJTRÁCIÚN I" Il HAHÚUERNÁ 5,f'r.'1'.-1 HPOb

5'. .ló 3

ó.2ó' 5

ó.25 E'

i-Lóü 2

I-íuu-_--1-_'_|.|.u.. _: ¡--_ ¡ -_. ¡ ¡__

Células leucemicas de ratón, LEIPE1', mantenidos en tumor
asc-Etico.

la cuantificación se realisó a los te hrs., de cultivo 3.; los
valores representan el promedio de dos cultivos.
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TA BLA JI . TIEMPO DE TRA'l'AMIENTO CON DMN EN CULTIVO PRIMARIO 

DE HEPATOCITOS DE RATA INTACTA. 

TIEHO TE % DE VI ABJLI::llJ 

CULTIVO ( HR) SIN TRIIBINA CaJ TRIF5INA 

CCNI'ROL TRATAlXJ a::NIHJL TRATAIXf 

3 95.0 t. 0.8 94.0: 1.5 92.3 "!: 6.0 94.6 t. 1. 0 

6 91. 0 t. 2. 2. 92. 7 "!: 1. 1 9U. : 1.9 93.6 t. 0. 46 

* 
+ ++ ·* + ++ 

9 84.9 t. 2.3 + ** 82. 5 - l . 5 51.J - 1.7 51. 1 - 5.9 

ªLa dosis de DP,N fue de lxl0-
5

M 

+ El análisis estadistico se hizo mediante una prueba de t para 

datos pareados, encontrandose los siguientes valores de signi 

f icación: con respecto al tiempo de cultivo de J h . 

++p'70.0l ; +p ? 0. 05. Y al carrparar tripsinzados con 
p ;> 0. 01 ; 
no tri psinzados a Zas 9h de cultivo l os valores fueron para l os 

contr>oles **p 7 0.005 y tratados ++p {. 0.01 . 
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TABLA II. TIEMPO DE TRåI*fIldIENTO GUN DMN E."¡ ÍÍJLTIVO PRIl~l.4f'1'I Ú

DE HEPATOCITOS DE RATA INTACTA.

nooo m i te vrmavzm
atom rss) sm ïszrsmn av mosrm

cansa; enana: cansa: mom?

le

sas Í Lc3 eso Í as sao Í 1.5 92-3 Í 6-0
,..+s sin Í 2.2. 92.? Í 1.1 sz..-= - 1.9 sas Í 0.-:fs

$1 P--1 1+ F".si'H Ñ

9 ses Í 1.5 64.9 Í 2.3 51.3 Í fé
-I  

aLa dosis de DMN fue de 1:r:10'5M

+ El anólisis estadistica se hiso mediante una prueba de t para
datos pareados, encontrandose los siguientes valores de signi-
ficación: con respecto al tiempo de cultivo de 3 ll.

,, pipüim; ++pv-0.01; +p,?ü.ü5. Y al comparar tripsinsados con
no tripsinsados a las 9?: de cultivo los valores fueron para los
controles Hp7ü.Uó5 y tratados Hp¿ü.ó'I.
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TABLA III . TIEMPO DE TRATAMIENTO DON DMN EN CULTIVO PRIMARIO DE 

HEPATOCITOS PROVENIENTES DE RATA PARCIALMENTE HEPA - 

TECTOMIZADA. 

TIEMPO DE % DE VIABILIDAD 

CULTIVO (HR) SIN TRIPSINA CON TRIPSINA 

CONTROL TRATADO CONTROL TRATADO 

a 

3 90.7 + 0. 68 89 . 5 t. 92.0 + 4. 1 + - 3. 1 - 94.6 -

6 83 . 5 + 0.87 81. 1 + 3. 0 79. 7 + 4. 7 83.7 + - - -

9 89.5 + 3. 1 81 . 47 + 0.39 + 19 . 1 69 . 5:. - - 67.8 -

La dosis de DMN f ue de l0-5M 

El análisis estadistico se hizo mediante una prueba de t 

para datos pareados no encontrandose diferencias signifi

cativas en ninguna de las condiciones de tiempos analizados. 

42 

1.7 

8. 8 

13.8 

TABLA III. TIEHPÚ DE TRATANIENTO DON DEN EN CULTIFÚ PRIMARIO DE
HEFATÚCITÚS PRÚVENIENTES DE RATA PARÚIALMEHTE HEPA--

TECTÚMIZADA.

TIEMPO DE 2 DE VIABILIDAD

CULTIVO (HRJ SIN TRIPSIHA CON TRIPSINA

CÚNTRÚL TRATADO CÚHTRÚL TRATADO
l. _' _ .'.I. _Íí_`._'_`í

-I's 9o.? _ o.ss 39.5 Í 3.1 92.0

+6 33.5 ó.3? 81.1

9 ss.s Í 5.1 s1.4?
 e 

“ La dosis ae ona fue de 1o'5n

'f'

+

5.0 ?9.?

0.39 6?.B

+

Í

+

94.6

83.?

69.5

- El anólisis estadistica se hiso mediante una prueba de t
para dhtos pareados no encontrandose diferencias signifi-
cativas en ninguno de las condiciones de tiempos analisados
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TABLA IV . % VIABILIDAD DE LOS f!EPATOCITOS PROVENIENTES _:E RATA 

PARCIALMENTE HEPATEC10MIZAD A DESPUES DE SER TRA NSFE

RIDOS AL AGAR BLANDO. 

TIEMPO DE 

TRATAMIENTO 

(HR) 

3 

6 

1 

rB4.2 

ta6 . 9 

c?l.9 

t76 . 6 

i VIABILI DAD 

2 3 4 

1 

c84. O ¡c84. 5 rB6 . 9 

tao . o ! ta2 . 1 ta4.2 

c74. 0 c? S.1 c?l . 9 

t74. 1 t?S. 1 t?l .9 

-5 X 

'ra1 .a ¡c84.2 + -

t a2 . 2 ta3 . o + -

¡c?B . 2 IC73. O + -

t72 . 2 t74.1 + -

x Representa e l promedio de 5 experimentos r ealizados por 

separado . 

1. 8 

2. 6 

1.4 

3. 1 

c Hepatocitos sin tratamiento provenientes de cultivo primario. 

t Hepatocitos provenientes de cultivo primario t r atados con 

DMN a una concentración de lxl0-5M. 
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TABLA IV. % VIABILIDAD DE LOS EÉPATDCITOS PROFENIENIE; .F RATA

PARCIALMFNTE HEPATÉCÍGMIZADA DESPUES DE SER TRANSFE-

¬1-|-|_-n.-l_-±| _. .-_-n--Irun-_-. -_:-_ nu-1-Hu. _: 1- - I- -l _|-III I-¡III |I|I|_-- --un-¡_-1 _;- 

RIDDS AL AGAR BLANDO.

TIEMPO DE 5 VIABILIDAD

TRATAMIENTO

É '_ É_` I I #7 l Ú H: 

(HB) 1 3 3 4 5

I ¦ |

s °s4.e “s4.c 'cs4.s fss.s “s1.s Fe4.2
I I

A fss.s, *so.0{ Ass.: ¢s4.2 I *s2.2 *ss.o

_ I
__ - I H _ í I I 1-

¿U

C'

É

L.

_ .. I ___, | ___ __ , ¬

s ï”?1.s °:=4.0 ara. 1 *"'?1.s “mz [°r:›'.v Í
I 1
_ ._|

*?e.s *?4.1. *?s.1k *v1.9 *?2.2 *?4.1

dr

+

1'-

-I-

Representa el promedio de 5 experimentos realizados por
separado.

Hepatocitos sin tratamiento provenientes de cultivo primario

Hepatocitos provenientes de cultivo primario tratados con
BMW o una concentración de 1:10 5M.
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TABLA V. % VIABILIDAD DE LOS HEPATOCITOS DE RATA INTACTA DESPUES 

DE SER TRANSFERIDOS AL AGAR BLANDO. 

TIEMPO DE 

CULTIVO 

(HR J 1 

6 

t87.7 

% VIABILIDAD 

2 

'iia. 95 

189. 94 t91.7 + 3.4 

114. o 

182. o 1ri1. 8 

-x Representa el promedio áe 3 experimentos realizados por separado. 

c Hepatocitos sin tratamiento provenientes de cul t ivo pi•i mario. 

t Hepatocitos provenientes de cultivo primario tratados con DMN a 

una concentración de lxl0-5M. 
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TABLA V. í FIABILIDAD DE LOS HEPATDCITDS DE RATA INTADTA DESPUES

DE SER TRANSFERIDDS AL AGAR BLANDD.

TIEMFÚ DE 3 VIABILIDAD

CULTIVO

HR) 1 2 3 m
1- ---|- l-_- _ ` -_ _ _". __1_-_ __- _ _ - - - --_ _- _ _ _

_ |1| I _II$ 1-I-HI! - _ _ -

s 1 ass. ss is. es coo. 5 css. 9|
, tes. es fas. 94 tee. s tez. 7

'f'

+

4.8

3.4

í

I

s 1 css. o “í-14.0 css. 2

És?. r *sr-2. 0 tel. s
__|,__ __ ___ _ __ _

84.?

35.9

1'-

1'-

2.9

5.5

E

c

É

Representa el promedio de 3 experimentos realizados por separado

Hepatocitos sin tratamiento provenientes de cultivo primario.

Hepatocitos provenientes de cultivo primario tratados con DMN a
una concentración de Lalo ãfl.
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TABLA VI. VI ABILIDAD DEL CULTIVO DE HEPATOCITOS DE RATA INTACTA 

EN AGAR BLANDO . 

TIEMPO DE % DE VIABILIDADª 

CULTIVO (DIAS) DMN 3 HRS W,N 6 HRS 

a 

CONTROL TRATADO CONTROL TRATADO 

o 95 . 5 95.7 94 . 1 89.0 

78 . 4 83 . 3 84 . 0 75.5 

2 61 . 5 60 . 6 53.1 54 . 2 

3 52 . 1 55 . 1 39 . 0 39 . 0 

4 20 . 0 19.0 10. o 10.0 

La cuantificación se realizó diariamente , y los valores repre

sentan el promedio de dos cultivos. 
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TABLA VI. VIABILIDAD DEL CULTIVO DE HEPATOOITOE DR RATA INTACTA
EN AGAR BLANDO.

arturo es t DE VIABILIDAD”
cvrofvo roms; mm s ses ' om: s Ass

í_..H T -_ -_¡

CONTROL TRATADO i CONTROL TRATADO

O 95.5

1 ?8.4

2 61.5

3 52.1

4 30.D

95.?

33.3

60.6

55.1

19.0

G

'_' 1

La cuantificación se realisó diariamente, y los valores repre-
sentan el promedio de dos cultivos.
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94.1

34.0

53.1

39.0

lO.D

_ I'__.FI__'._ 

B9.D

?5.5

54.3

39.0

ID.ü



TABLA VII. VIABILIDAD DEL CULTIVO DE HEPATOCITOS DE RATA PARCIAL

MENTE HEPATECTOMIZADA EN AGAR BLANDO. 

TIEMPO DE :g DE VIABILIDADª 

CUTIVO (DIAS) DMN 3 HRS DMN 6 HRS 

a 

CONTROL TRATADO CONTROL TRATADO 

o 89.2 87 . 9 84 . 0 82.0 

1 73.1 72.2 71. o 70.0 

2 60. 2 54 . 0 61 . 0 59.1 

3 46 . 0 45.0 42.0 40.2 

4 15.0 14.0 18.0 12.0 

La cuantificación se ralizo diariamente, y los valores 

representan el promedio de dos cultivos . 
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TABLA VII. VIABILIDAD DEL CULTIVO DE HEPATOCITOS DE RATA PARCIAL-

MENTE HEPATECTOMIZADA EN AGAR BLARDO.

Tfssro os s os vusrtrsaoa
cuervo ro.-ms) vam 3 ses mm s mas

comrsot mmamoo conrsot TRATADO

D 39.2

I 73.1

2 60.2

3 46.0

4 15.0
_ II-__|-II '_ 1-Q ¡

B?.9

?2.2

54.0

45.0

14.0

34.0

?I.D

61.0

42.0

18.0

i T É_ †__I

32.0

?D.D

59.1

49.2

12.0
1_I_

representan el promedio de dos cultivos.
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G La cuantificación se raliso diariamente, y los valores
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l!'lGURA 1 

Colonia de células Zeucémicas (L5178Y), después de 12 dias de cultivo 

en agar blando. Tomada con microsocpio invertido de luz con una reso

lución de 40X. 
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FIGURA I

después de 12 dias de cultivoColonia e c
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ando. Tomado con microscopio



FIGURA 2 

Cultivo de hepatocitos de rata intacta (HRIJ, a los 4 dias de cultivo 

en agar blando. Tomada con microscopio de luz i nvertida, con objetivo 

16X. 
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Cultivo de hepatocitos de rta intacta (HRI), a los A dias de cultivo
en agar blando. Tomado con microscopio de lus invertido, con objetivo
ISI.
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FIGURA 3 

Cultivo de hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatecto

mizada tratados con DMN, después de 4 dias de cultivo en agar blando. 

La fotografia rrruestra una célula grande segmentada. Tomada con micros 

copio de luz invertida con objetivo 40X. 
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FIGURA 3

Cultivo de hepataeitae provenientes de rata parcialmente hepateeta-
m-¿nada tratadas can DM?, después de 4 días de eaïtiua en agar blanda.
La fotografía muestra una célula grande segmentada. Temada een míaraå
copia de las invertida can objetiva 401.
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FIGURA 4 

Cultivo de hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatecto-
..¡ 

mizada, después de 4."' dias de cultivo en agar blando. La. f otografia 

muestra •célu las grandes'' de relieve topográfico arrugado, t omadas con 

microscopio de luz invertida con objetivo 16x. 
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FIGURA 4

Cultivo de hepataaitae prauenientes de rata parcialmente hepateeta-
L . . .mieadh, después de é dias de cultiva en agar bïanda. La ƒatagraƒïa

mues±na'aêZuÍae grandes"de reíieue topográfica arrugade, tamadae aan
miarosaapia de Iue inuertide aan objetiva 16:.
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FIGURA 5 

•• • 

Co lonia de células pequeñas, de un cultivo de hepatocitos de rata 

parcialmen te hepatectomizada , después de 12 dias de cultivo en agar 

blando, tomadas con microscopio de luz invez•tida, con .objetivo de 

16X. 
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FIGUHÃ 5

Úaïania da aëlalaa paguañaaL da un aaftiaa da hapataaitüfl dé Pata

paraialmaata hapataatamiaada, después aa 12 días da aaítiaa aa agar
blanda, tomadas aan miaaaaaapia da las invertida, aaa abjatíaa de

161.
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FI GURA 6 

. .. -: 

Cultivo de hepatocitos provenientes de rata parcialmente hepatectomi

zada tratados con DMN. despué de 12 dias de cu l tivo en agar blando. 

La f ot ografi a muestra una "célula grande ; de donde emergen "céluZas peque 

ñas : tome.das con microscopio de l uz i nverl -i da con objetivo 16X . 
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FIGURA 5
Caïtiva da hapataaítaa prauaaíantas de rata garaiaímanta hapataatami-
nada 'dba aaa HHH, aaapaês da 12 días da auítira an agar blando.É*S$21 Q"$- E-.

La ƒatagraƒía maestra aaa 'Éjãïuía grande: de donde amargafl `aél'aLaspaqaa
¡_ - H I I I U Iaaa, ¿amaaaa aan mmaraaa Ian znuar¿.¿a aaa abgattra ISI.-ÉT5"I Q» ÍGb-4
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DISCUSIO• 

Uno de los probl emas que se tiene en Za actualidad en el 

estudio de los cambios que sufre una célula normal durante el 

proceso carcinogénico, es Za f alta de parámetros confiables para 

medir malignidad de Zas células en cultivo. La búsqueda de estas 

caracteristicas es intensa, y en Zas últimas décadas se ha podi

do correlacionar el estado transformado con el crecimiento en 

agar blando U•iacPherson y Montagnier, 1964). 

El cultivo primario de hepatocitos ha sido ampliamente carac

terizado en el laboratorio en lo que se refiere a los pasos involu

crados en la et apa de iniciación del proceso carcinogénico, al 

comparar los efectos causados por substancias quimicas carcinogé

nicas en hepatoci tos en es t e estado quiescente, provenient es de 

rata i ntacta , con l os causados en hepatocitos en sintesia activa 

de DNA, proveni entes de ratas parcialmente hepatectomizadas 24 

hrs . antes , en los cual es en teoria se cumplen t odos los requisitos 

para que se lleve a cabo la i niciación. Las diferencias encontra

das en ambos tipos de :iepatocitos en cul t ivo (Mendoza , 1981; 

Rosa l es , 198 2; Garcia , 1983; Talamás, 1983; Cordero , 1984; Gónza lez, 

1987) , en cuanto a l metabolismo, la interacción de sus metabolitos 

activos con el DNA y a Za reparación de Zas bases conjugadas , 

apoyan la hipótesis de que és t e , es un buen modelo de carcinogéne 

sis experimenta l , pues c~wp l e con los requi sitos i ndispensabl es 

para que ocurra el primer pas o del proceso carcinogéni co . 

En eZ caso especifico de Za DMN, utilizada en este trabajo, 

Za dosi s empleada de lx l 0-5~~ es considerada no t óxica (Talamás 

Rohana, 1983 ) y concuerda con Za dosis empleada pal'a la inducción 

de transformación "in vi tro" (Pienta, 1977, t omada de Heidelberg 

y col 1983) . 
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D.I`S`C E15 I ü.I

Una de ias prabiemas que se tiene en Ea aataaiiaad en ei
estadia de ias aambiae que sufre una aeïaia aarmaï aaraate ei
praaesa aarainageniaa, es la ƒaïta de parametras eanƒiabìes para
medir maiigniaad de ias aeíulas en aaìiira. La búsqueda de estas
aaraateristiaas es intensa, y ea ias últimas decadas se ha pedi-
da aarreiaaiaaar ei estaaa traasƒarada aaa el areaimienta en
agar biaaaa 1' haaPhersaa y Haniagaier, 1964).

Ei aaiiisa primaria de hepataaitas aa sida ampïiamente aaraa-
terisada ea ei Íabaraiaria en ia aae se refiere a ias pasas iasaia-
araaas en ia etapa de iaiaiaaiaa dei praeesa aaraiaagefliaa, ai
aamparar ias efeaias aausadas par substancias aaimieas aaraiaage-

eieaa aa Hepaiaaitas es este esiada aaiesaeate, praseaieates de
rata iaiaata. aaa ias aaasaaas ea aepataaiias ea siatesis_astira
ae SNA, prareaieaies de raias paraiaimeaie Eepateetamisaaas Be
ers. aafes;ea ias aaaiss ea tearia se aampien iaaas ias reaaisitas
para ase se iiere a aaba Ia iaiaiaaiša. Las aiƒereaeias enaasira-
das en amãas tipas de hepataaitas ea aaitisa íflendasa, 1931;
flasaies, 1332; Garaia, E953; Taiamäs, 1933; Caraera, 1934; Gëasaies,

EEEFJ, es aaaata ai metabaïisma, ia iateraaaiaa ae sus metabaiiias

aaiisas aaa ei DNA 3 a Ea reparaaiôn de las bases aaa¿aaadas,
apayaa Ea aipatesis de aae este, es aa buen maaeia de earaieeaeae-
sis eaperimeatai, pues aampie aaa ias reaaisitas iaaispeaeašïas
para que aaarra ei primer pasa dei praaesa aaraiaageaiea.

Ea ei aasa espeaiƒiaa de Ea BMW, utilizada en este trabaja,
Ea dasis empïeada de IsIü_5M; es aaasiderada aa išaiaa íTaEaaas
Rahaaa, 19351 y aaaaaerda aaa Ia dasis empieaaa para Ea iaaaaaiaa
de iraasfarmaaiaa "ia ritra" (Piensa, IEP?, tamada de Heideïberg
y aai E9351.
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En cuanto a los t iempos de tratamiento de los hepatocitos 

en cultivo primario, se estableció trabajar a 3 y 6 hrs. para 

los cultivos de hepatocitos provenientes de rata intacta (HRI), 

y de rata parcialmente hepatectomizada ( HRH). Los periodos de 

9 y 12 hrs. de cultivo fu eron excluidos debido a que presenta-

ron una disminución significativa en Za viabilidad de l os hepato

citos y Za formación de grur.1os que implica poca disperción celular. 

Esto se puede explicar, por Za secuenci a de cambi os morfológicos 

que sufren los hepatocitos en cultivo primario, ya que durante 

Zas 3 primeras horas: su morfologia se mantiene redonda y confor

me transcurre el tiempo de cultivo, Za morfologia de los hepatoci

tos cambia de tal manera que a más de 9 hrs . de cultivo, Zas 

células se presentan totalmente extendidas y adheridas a Zas cajas 

de cultivo con una morfologia poliédrica y f ormando una monocapa1 

de acuerdo a lo descrito por Bonney (1974) . Por lo que en l os 

primeros tiempos de cultivo, las uniones interce lulares que se 

e::; tabl ecen, son más fácil es de romper , por Za acción de Za t r ipsi na 

que Zas uniones interce lulares a mayor t i empo de cultivo, por 

t al motivo Za tripsini zaci ón y la manipu lación mecánica real izad:z 

para obtener una suspensión celular lo mas di sgregado posibl e, 

causa Za disminución en Za viabilidad y Za f o"f'illación de grumos 

a Zas 9 y 12 hrs. de cu l tivo. 

Una vez establ ecidos los periodos de tratami en t o de los hepa

toci tos en cultivo primario , para su posterior transfer encia al 

agar blando, surgió la inquietud de medir la viabilidad de éstos 

después de sembrados en e l agar blando, t omando en cuenta que 

hay un tiempo cons i derab le desde que son tripsinizados, hasta 

el moment o de ser sembrados a l agar . Si n embargo, no se encontraron 

di f erenc ias s ignifi cat -lvas , al comparar l os hepat ocitos recién 

tripsinizados y des pués de sembrados , en ambos tipos de cultivos 

( HRI, HRP) . 

Al tratar de establecer Zas condi ciones del cultivo en agar 

blando para los hepatoci t os , fue necesario encontrar i ni cialmente 
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En cuanto a los tiempos de tratamiento de los hepatocitos
en cultivo primario, se estableció trabajar a 3 y 5 hrs. para
los cultivos de hepatocitos provenientes de rata intacta (HRIJ,
y de rata parcialmente hepatectomisada (HRH). Los periodes de
9 y 12 hrs. de cultivo ƒeeron excluidos debide a que presenta-
ran una disminución significativa en la viabilidad de los hepato-
citos y la ƒermación de grumos que implica poca dispersión celular.
Esto se puede explicar, por la secuencia de cambios morƒelógicos
que sufren los hepatocitos en cultivo primario, ya que darante
las 3 primeras horas: su morƒologia se mantiene redonda y confer-
me transcurre el tiempo de cultivo, la morƒelogia de los hepatoci-
tos cambia de tal manera que a mds de 9 hrs. de cultivo, las
células se presentan totalmente extendidas y adheridas a las cajas
de cultivo con una morƒelogia poliédrica y ƒermande una monocapa,
de acuerde a lo descrito por Bonney (19?e).Por lo que en los
primeros tiempos de cultivo, las uniones intercelulares que se
establecen, son mds fáciles de romper, por la acción de la tripsina
que las uniones intercelulares a mayor tiempo de cultivo, por
tal motivo la tripsinieación y la manipulación mecánica realizada
para obtener una suspensión celular lo mas disgregade posible,
causa la disminución en la viabilidad y la ƒermación de grumas
a las 9 y 12 hrs. de cultivo.

Hna ves establecidos los periodes de tratamiento de los hepa-
tocitos en cultivo primario, para su posterior transferencia al
agar blando, surgió la inquietud de medir la viabilidad de éstos
despues de sembrades en el agar blande, tomande en cuenta que
hay un tiempo considerable desde que son tripsinisades, hasta
cl momento de ser scmórados al agar. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas, al comparar los hepatocitos recién
tripsinisades y despues de sembrades, en ambos tipos de cultivos
ÍHRI, HRP).

Al tratar de establecer las condiciones del cultivo en agar
blanda para los hepatocitos, fue necesario encontrar inicialmente
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Zas condiciones de cultivo de Zas células Ze~ ~émica L51 ?8Y, determi 

nándose primero Za concentración y el volumen para Za primera 

capa. Se llegó a Za conclusión de que dichas ~ariables no son 

determinantes en Za formación de colonias, ya que solo intervienen 

en Za f oT'mación de una cama, para mantener en interfase a Zas 

células, evitando que se adhieran a Za caja ce cultivo, dicho 

en otras palabras impiden el anclaje. Sin e~~argo para Za capa 

superior, Za concentración de agarosa y el volumen utilizado fueron 

Zimitantes para el desarroll o de Zas colonias. Para eZ primer 

caso, Za concentración final que se estableció de 0.12% concuer-

da con Zo descrito en Za bib Ziografia para las células L51?8Y 

(Folkman y Hochberg, 19? 3) . EZ volumen , por otro lado, limita 

el crecimiento de Zas colonias probablemente por Za falta de 

nutrientes, debido a que e l agar blando por ser un medio semi- · 

sólido, no puede ser reabastecido (Folkman y col. 1975). Por 

últ imo, e l suero ut i l izado, también f ue un factor Zimitante para 

el creci miento de Zas co l onias ya que a pesar de que se ha des

crito que el suero de caballo y e l suero f etal de bovino estimulan 

e l crecimiento de esta l inea y de otras lineas celulares 

(Folkman y Hochberg , 197 3; Kuroki y col . 1975 ; Nakamura e I chihara, 

1985), en nues tras condi ciones de cultivo no tuvieron el efecto 

esperado; el suero neonato de bovino fu e el único que estimul ó 

el crecimiento celular, l o que puede ser atribuido a Za calidad 

de los sueros empleados o a l os f act ores séricos presentes. 

Una vez encontradas Zas condiciones del cultivo en agar 

blando de Zas cé l ulas Zeucémi cas , bajo estas mismas condicio

nes s e trabajó e l culti vo de los hepatocitos provenientes del 

culti vo primario. Como lo mues t ran los resultadoso (Tablas VI , 

VII) Za viabi lidad de éc t os dismi nuyó cons i derablemente hasta el 

4° di a a valores entre 10 y 20% en el cultvio de HRI y para HRP 

la vi abilidad alcanzó val ores alrededor de l 15% 
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las condiciones de cultivo de las células leucemica LSIPBY, determi-
nãndose primero la concentración y el volumen para la primera
capa. Se llegó a la conclusión de que dichas variables no son
determinantes en la formación de colonias, e solo intervienenI.-|¿_* H- -U5?

en la formación de una cama, para mantener en interfase a las
celulas, evitando aus se adhieran a la caja de cultivo, dicho
en otros palabras impiden el anclaje. Sin embargo para la capa
superior, la concentración de agarcsa y el volumen utilisada ƒaeron
limitantes para el desarrollo de las colonias. Rara el primer
caso, la concentración final que se estableció de v.I2% concuer-
da con lo descrito en la bibliografia para las celulas L51?8Y
(Folkman y Hochberg, 1993). El volumen, por otro lada, limita
el crecimiento de las colonias probablemente por la falta de
nutrientes, debido a que el agar blanda por ser un medio semi-'
sólido, no puede ser reabastecida (Folkman y col. 19?5J. Por
último, el suero utilizado, también fue un factor limitante para
el crecimiento de las colonias ya que a pesar de que se ha des-
crito cue el suero de caballo y el suero fetal de bovino estimulan
el crecimiento de esta linea y de otras lineas celulares
(Folkman g Hocnberg, I9?3; Kuroki y col. ISFE; Nakamura e Icbikara,
1985), en nuestras condiciones de cultivo no tuvieron el efecto
esperado; el suero neonato de bovino fue el único cue estimuló
el crecimiento celular, lo que puede ser atribuido a la calidad
de los sueros empleados o a los factores séricos presentes.

Una ves encontradas las condiciones del cultivo en agar

blando de las celulas leucemicas, bajo estas mismas condicio-
nes se trabajo'el cultivo de los hepatocitos provenientes del
cultivo primario. Como lo muestran los resultadoso (Tablas VI,
!¶7)la viabilidad de estos disminuyó considerablemente hasta el
4° dia a valores entre 10 y 20% en el cultvio de HRI y para HRP
la viabilidad alcansó valores alrededar del 351
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Sin embargo Za presencia de otro tipo de células, a Zas que 

llamamos "células pequeñas" determino' seguir el cultivo por más 

de 4 dias. 

Estas células que aparecen al cabo de este tiempo, tienen 

Za particularidad de presentarse en forma aislada o emergiendo 

de "células grandes", fo!'TTIClndo colonias de más de 12 célu las a 

los 12 dias de cultivo. La presencia de estas células puede jus

tificarse con base en lo reportado por Nakamura e Ichihara (1985), 

quienes describen Za aparición de estas células en loa cultivos 

primarios en un porcentaje muy reducido como resultado de ser 

contaminantes de Za suspensión original de hepatocitos , los cuales 

aparecen en un lapso de aproximadamente 5 dias, asociadas a reatos 

celulares de hepatocitos, caractez>itica que se podz>ia relacionar 

con nuestras oabservaciones de Za presencia de células pequeñas 

que emergen de células grandes. Tomando en cuenta Za morfologia 

caracteristica que presentan Zas células de Ito y el método de 

cocultivo con hepatocitos (Mendoza-Figueroa y col . 1986), consi

deramos a Zas células pequeñas, como células almacenadoras de 

grasa o células de Ito. La función que r ealizan estas células 

en el higado, es el almacenamiento y metabolismo de Za vitamina 

A, asi como la sintesia de componentes del tejido conectivo, en 

condiciones normales y durante fibrogénesis (Hendriks y col. 1985 ; 

Senzoo y col . 1984; Blomhoff y col. 1985). 

En cuanto a Zas "células grandes", no encontramos informa

ción al respecto, suponemos que se trata de Za fusión de varios 

hepatocitos. Estas células se presentan asociadas a células pe

queñas formando colonias o bien aisladas, su tamaño es 4 a 5 veces 

mayor al de los hepatocitoa parenquimales y morfologicamente se 

observaron como células segmentadas , en Zas cuales en cada seg

mento se presentan 1 o 2 núcleos, lo cua l nos hizo pensar en 

esta posibilidad. En cuanto al cultivo de hepatocitos tumorales 

sembrados directamen te en el agar, por Zas dificultades de aisla-
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Sin embargo la presencia de otro tipo de celulas, a las que
llamamos "celulas pequeñas" determino'seguir el cultivo por más
de 4 dias.

Estas celulas que aparecen al cabo de este tiempo, tienen
la particularidad de presentarse en forma aislada o emergienda
de “celulas grandes", ƒarmando colonias de mds de 12 celulas a
los 12 dias de cultivo. La presencia de estas celulas puede jus-
tiƒïcarse con base en lo reportada por Nakamura e Icbihara ÍIHBSJ,
quienes describen la aparición de estas celulas en los cultivos
primarios en un porcentaje muy reducida como resultado de ser
contaminantes de la suspensión original de hepatocitos, los cuales
aparecen en un lapso de aproximadamente 5 dias, asociadas a restos
celulares de hepatocitos, caractsritica que se podria relacionar
con nuestras oabservaciones de la presencia de celulas pequeñas
que emergen de celulas grandes. Temanda en cuenta la morƒalogia
caracteristica que presentan las celulas de Ito y el metode de
cocultivo con hepatocitos (Mendoza-Figueroa y col. 1986), consi-
deramos a las celulas pequeñas, como celulas almacenadaras de
grasa o celulas de Ito. La función que realizan estas celulas
en el higado, es el almacenamiento y metabolismo de la vitamina
A, asi como la sintesis de componentes del tejida conectivo, en
condiciones normales y durante ƒibrogenesis (Hendriks g col. 1985;
Sensoo y col. 1934; Blomhoƒƒ y col. 1935).

Ea cuanto a las "celulas grandes", no encontramos informa-
ción al respecto, suponemos que se trata de la fusión de varios
hepatocitos. Estas celulas se presentan asociadas a celulas pe-
queñas formando colonias o bien aisladas, su tamaño es 4 a 5 veces
mayor al de los hepatocitos parenauimales y morƒologicamente se
observaron como celulas segmentadas, en las cuales en cada seg-
mento se presentan 1 o 2 núcleos, lo cual nos hiso pensar en
esta posibilidad. En cuanto al cultivo de hepatocitos tumorales
sembrados directamente en el agar, por las dificultades de aisla-
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miento de estas células y por la escasez de mat erial vivo con 

nódul os i nducidos por carci nógenos y fenobarbital, no fue posi

ble tener resultados concluyentes. 

En la bibliografia reportan problemas para el aislamiento 

de este tipo de células, sobre todo cuando provienen de tumores 

sólidos (Courtenay, y col . 1978; Pavelic y col. 1983). Es impor

tante en este caso implementar la técnica de aislamiento de estas 

célu las mejorando sobre todo la dispersión celu lar. Utilizamos 

el doble de la concentración de colagenasa estandar, para la per

fusión de un higado normal o parcialmente hepatectomizado. Sin 

embargo no fue suficientemente eficaz para disgregar las células 

que conformaban los nódulos. 

Para finalizar, los resultados obtenidos con Y -glutamil 

t~anspeptidasa, están fuera de discusión ya que en principio no 

hubo proliferación de los hepatocitos , aunque se encontraron célu

las aisladas positivas a la enzima GGT, en los hepatocitos prove

ni ent es de ambos cultivos , (HRI, HRP). Pero aún asi no se puede 

hacer una inferencia l ógica que esté apoyada en datos concluyentes 

solamente hubo expresióñ de esta enzima exitosamente en las colo

nias de células leucémicas L5178Y, que en este caso estan en un 

estado más avanzado de transformación 
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miento de estas celulas y por la escasos de material vivo con
nódulos inducidas por carcinógenos y ƒenobarbital, no fue posi-
ble tener resultades concluyentes.

En la bibliografia reportan problemas para el aislamiento
de este tipo de celulas, sobre toda cuanda provienen de tumores
sólidos (Courtenay, g col. 19?8; Paoelic y col. 1983). Ee impor-
tante en este caso implementar la tecnica de aislamiento de estas
celulas mejorando sobre todo la dispersión celular. Utilisamos
el doble de la concentración de colagenasa estandar, para la per-
fusión de un higado normal o parcialmente hepatectomisade. Sin
embargo no fue suficientemente eƒicas para disgregar las celulas
que conƒarmaban los nódulos.

Rara finalizar, los resultados obtenidas con Y -glutamil
transpeptidasa, esten fuera de discusión ya que en principio no
hubo proliferación de los hepatocitos, aunque se encontraron celu-
las aisladas positivas a la ensima GGT, en los hepatocitos prove-
nientes de ambos cultivos, (HRI, HRP). Pero aún asi no se puede
hacer una inferencia lógica que este apoyada en datos concluyentes
solamente hubo empresióó de esta ensima exitosamente en las colo-
nias de celulas leucemicas L5I?8ï, que en este caso estan en un
estado mds avansado de transfermación
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Las condiciones del cultivo en agar blando de Zas células 

L5178Y. Se definieron en base al mejor desarrollo de Zas col onias 

asi para Za primera capa determinamos l. 7 mZ a O. 5% y l. 2 mZ a 

0.3% agarosa y para Za capa superior un volumen de 1.2 mZ a O. 125%. 

Las colonias de más de 1.0 mm de diámetro a los 7 dias de cultivo 

fueron positivas a Za GGT. 

Una vez que probamos que nuestro control posi tivo funciona

ba establecimos los periodos de tratamiento de l os hepatocitos 

en cultivo primario, a 3 y 6 hrs con Za DMN a una dosis de 

lxl0-5M. En estas condiciones los hepatocitos tanto de rata 

intacta como de rata parcialmente hepatectomizada mostraron via

bilidades arriba del 75% y una buena dispersión celular cuando 

fu eron tripsinizados para ser transferidos al agar blando. 

Al medir Za cinética de viabil idad de los hepat ocitos de 

rata intacta y de rata parcialmente hepatectomizada en e l agar 

blando encontramos que su viabi l i dad disminuia a valor es de alre

dedor de l 15% al 4 dia de culti vo, y únicamente al gunas células 

ais l adas, presentaron una t i nción posi tiva hacia la GGT, en ambos 

tipos de hepat ocitos, A partir del 4° dia de cultivo , aparecieron 

otros tipos de células a Zas que llamamos "célu las pequeñas", 

Zas cuales f ormaron colonias más de 12 cé lulas a los 12 dias de 

cultivo , y que mostraron ser negativas con Za tinción de Za enzima. 

Estas mi smas cé l ulas , en ocasiones se observaron asociadas a "célu

las grandes" las cuales se presentaron con un reUeve t opográfi co 

arrugado y tambié n segment adas. Con base en esta úl tima caracteris

t i ca, consideramos que estas células grandes podrian ser el producto 

de Za f us ión de Val'ios hepatocitos , ya que cada compartimi ento 

t eni a uno o dos núc l eos . Por úl timo , Zas condiciones de aislamiento 

de Zas células provenientes de los nódulos tumoral e s, no fu eron 
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CGICLUSIOIES

Las condiciones del cultivo en agar blanda de las celulas
L5I?8Y. Se definieron en base al mejor desarrollo de las colonias
asi para la primera capa determinamos 1.? ml a 6.5% y 1.2 ml a
0.3% agarosa g para la capa superior un volumen de 1.2 ml a 0.1252.
Las colonias de mds de 1.0 mm de diámetro a los F dias de cultivo
fueron positivas a la GET.

Una ves que probamos que nuestro control positivo funciona-
ba establecimos los periodos de tratamiento de los hepatocitos
en cultivo primario, a 3 y 6 hrs con la BMW a una dasis de
1mló_5M; En estas condiciones los hepatocitos tanto de rata
intacta como de rata parcialmente hepatectamisada mostraron via-
bilidades arriba del ?5$ y una buena dispersión celular cuanda
fueron tripsinisados pana ser transferidas al agar blando.

Al medir la cinetica de viabilidad de los hepatocitos de
rata intacta g de rata parcialmente hepatectomisada en el agar
blando encontramos que su viabilidad disminuia a valores de alre-
dedor del 15% al e dia de cultivo, y únicamente algunas celulas
aisladas,presentaron una tinción positiva hacia la GG?, en ambos
tipos de hepatocitos, A partir del 4° dia de cultivo, aparecieron
otros tipos de celulas a las que llamamos "celulas pequeñas",
las cuales farmaron colonias mes de 12 células a los IE dias de
cultivo, y que mostraron ser negativas con la tinción de la ensima.
Estas mismas celulas, en ocasiones se observaron asociadas a "celu-
las grandes" las cuales se presentaron con un relieve topográfico

arrugada 5 tambien segmentadas. Con base en esta óltima caracteris-
tica, consideramos que estas celulas grandes podrian ser el producto
de la fusión de varios bepatocitos, ya que cada compartimiento
tenia uno o dos nócleos. Por último, las condiciones de aislamiento
de las celulas provenientes de los nódulos tumorales, no fueron
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encontradas debido a que Za colagenasa del doble de Za utilizada 

para disgregar los hepatocitos de un . higado nol'771al o parcialmente 

hepatectomizado solo logró disgregar los hepatocitos que circundaban 

Zos nódulos hiperplásicos transferidos alagar blando, contrario. 

a lo que se esperaba, no manifestaron ninguna diferencia con los 

hepatocitos provenientes de rata intacta, pero surge la posibili

dad de que el tiempo que pel'manecen viables en el cultivo sea 

dete!'minante para que se exprese su caracter transformado. 
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encontradas debido a que la colagenasa del doble de la utilisada
para disgregar los hepatocitos de un higado normal o parcialmente
hepatectomisada solo logró disgregar los hepatocitos que circundaban
los nódulos biperplósicos transferidas al agar blando, contrario,
a lo que se esperaba, no manifestaron ninguna diferencia con los
hepatocitos provenientes de rata intacta, pero surge la posibili-
dad de que el tiempo que permanecen viables en el cultivo sea
determinante para que se exprese su caracter transformado.
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