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Resumen

H sarcoma 180 /TG o Tio guanina resistente (S180 /TG) es un tumor ascitico experimental de raton, transplantable
por técnicas de cultivo de tejidos, usado como fuente de liquido ascitico hiperinmune para el diagndstico serolégico
de Arbovirus y otros agentes virales. Se estudian las caracteristicas in Vitro, hallandose una modificacion de ellas
después de un tiempo prolongado con sucesivos pases periodicos, consistente en la aparicion de una mayor
adherencia de las células al fondo del recipiente de cultivo. Se muestra la existencia de una relaciéon entre la
adherencia de las células al fondo del recipiente de cultivo con el cambio del cariotipo, caracterizado por la
identificacion de dos nuevos cromosomas metacéntricos marcadores. Se estudian los aspectos citogenéticos y
anatomopatolégicos.

Palabras claves: Sarcoma, sarcoma 180/ TG, Tio guanina resistente, ratones, citogenética, anatomia patoldgica. Rev
Soc Med Quir Hosp Emerg Perez de Leon 2007; 38(2):40-45.

Abstract

Sarcoma 180 /TG o Thioguanine resistant is an ascitic transplantable tumour of the mice, by tissue culture
techniques. Used as an ascitic liquid hyperinmune source in arbovirosis diagnosis and other viral infections.
Cytogenetic and histology were perform. The cultural features and its modifications after prolonged passage were
compared with in vivo passage. Better cellular attachment to the glass surface was found after high number of
passage. This may be related to a karyotipe change of the cells. It's consisting in two metacentric marker
chromosomes. The cytogenetic and anatomopathologycal aspect are studied.

Key Words: Sarcoma, sarcoma 180/ TG, Thioguanine resistant, mice, cytogenetic, anatomopathology. Rev Soc Med
Quir Hosp Emerg Perez de Leon 2007; 38(2):40-45.

Introduccién

B sarcoma 180/TG o Tio guanina
resistente (S 180 /TG) es un tumor ascitico
experimental de ratén, transplantado por via

B sarcoma 180 / TG constituye un meétodo
practico para la obtencién de grandes
volimenes de fluido inmune que puede
sustituir el suero inmune de raton.

intraperitoneal usado en los laboratorios de
virologia, como fuente de liquido ascitico
hiperinmune para el diagnéstico seroldgico de
Arbovirus y otros agentes virales.

B s 180/TG constituye un sarcoma
resistente que ha sido expuesto a la accién
citotoxica de la 6 Tioguanina (6TG),
desarrollado a partir de un tumor mas
agresivo, conocido como Sarcoma 180.

Esta modificacion le confiere una menor
agresividad biolégica, disminucién de la
velocidad de crecimiento e incremento de la
sobrevida de los ratones inoculados.

Es inclusive una fuente para la preparacion
de antigenos por hemaglutinacion, o por
fijacion al complemento, en estudios virales,
pruebas de drogas, estudios metabdlicos, de
resistencia, en el crecimiento de neoplasias
malignas en lineas celulares y en la obtencion
de interferon **°.

B estudio de los tumores malignos en
animales experimentales para observar su
comportamiento, cambios cromosémicos y su
correlacion histolégica in vivo pueden ser
Gtiles para comprender algunos aspectos que
pudieran tener aplicaciones clinicas.
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Con estas consideraciones se estudia el S
180/TG.

Materiales y Métodos

B tumor fue obtenido de una cepa
resistente del laboratorio de Arbovirus del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”,
mantenida en congelacion y pasada mediante
transplantes sucesivos por via intraperitoneal.

Se utilizaron 36 ratones blancos suizos,
24 adultos y 12 lactantes, todos de sexo
masculino. De estos se tomaron 24 adultos
para ser inoculados por via intraperitoneal
(IP), intramuscular (IM) y subcutanea (SC) con
el s 180/TG, 12 con tumor mantenido in vivo
y 12 in Vitro. Los 12 ratones lactantes fueron
inoculados via IP con tumor mantenido in vivo
(Figuras 1y 2).

B tumor fue transplantado, centrifugando
previamente 2 ml de liquido ascitico tumoral
a 1500 revoluciones por minuto (r.p.m)
durante 10 minutos y resuspendiendo las
células al 20%en solucién de cloruro de sodio
(Na CI) 0,85%estéril, de la cual se inocul6 0,5
ml a cada ratén (3.300.000 células).

Las células tomadas del liquido ascitico
para los cultivos fueron sembradas a 37°C en
medio de Eagle’ s con 10% de suero fetal de
ternera en frascos de 120 ml a razon de
30000 células por 1 ml, fueron observadas en
microscopio invertido, contadas con camara
de Neuebauer y pasadas regularmente a
nuevos frascos dos veces por semana,
decantando parcialmente el medio con células
en suspension, con tripsinizacion rapida con
Tripsina al 0,1% por 1 minuto a temperatura
ambiente y lavado posterior con solucion de
Hanks y colocadas en un nuevo frasco con
medio de Eagle’s.

También se utilizaron para el -cultivo
discos de Petri plasticos de 60 mm en
atmosfera con 5% de CO2. H estudio
cromosdémico in vivo se hizo en los ratones
inoculados IP, 7 dias antes con las células
tumorales, previo tratamiento con colchicina
por 2 horas usando una dosis de 0,04 mg/ml
de fluido ascitico (calculado por el tamafio de
la ascitis).

Bl estudio cromosémico in Vitro se realizé
18 horas después del ultimo pase, previo
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tratamiento con colchicina 2 horas antes
(0,02 mg colchicina/10 ml medio). La
preparacion de las metafases se hizo por el
método usual de tratamiento hipotdnico con
solucion de KCl al 0,075%M por 15 minutos y
la fijacion con metanol: acido acético 3/1. Las
laminas se colorearon con Giemsa.

Para el estudio anatomopatoldégico se
sacrificaron los ratones a los 20-30 dias de
transplantado el tumor. Los ratones fueron
separados en grupos de 4 e inoculados con
tumor ascitico y sélido IP, IM, SC y dejados
evolucionar hasta su muerte. Los érganos de
los ratones autopsiados se fijaron en
formalina tamponada al 10% Las secciones
tisulares fueron incluidas en parafina,
seccionadas a 3 micras y coloreadas con
Hematoxilina - Eosina (H-E), tricromico de
Masson, reticulo de Gomory, Sudan negro y
Hematoxilina fosfotungstica (PTAH).

Figura 1. Transplante intramuscular de S 180/ TG
Tumor so6lido en el miembro posterior izquierdo
18 dias después de inoculado.

Figura 2. S180 /TG tumor ascitico. Raton a los 22
dias de transplantado por via intraperitoneal.
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Resultados

Se realizaron 64 pases de cada cultivo
inicial.  Las células se  multiplicaban
rapidamente formando racimos de hasta 15
micras. Se  observd ademés células
individuales de 30-40 micras con citoplasma
vacuolado, a medida que la acidificacion del
cultivo era mayor. Cuando el nimero de pases
de cultivo aumentd aparecieron mas células
gue se adherian al vidrio, pero sin llegar a
confluir, cambio que comenz6 a notarse en el
pase 30 y que se hizo mas marcado después
del pase 40.

Las células vacuoladas disminuyeron
conforme aumentaba el niumero de pases. H
decantamiento de las células hizo mas
notable el nUmero de células con adherencia,
por eliminacién de aquellas sin capacidad de
adherirse. En el pase 50 se identific6 una
monocapa parcial de células adheridas con
escasas células en suspensién. La morfologia
de las células en microscopio invertido era
variable fusiforme, estrellada, irregular o
epitelioide; aunque predominé la primera.

Se realizdé estudio citogenético al tumor
ascitico original para compararlo con el
obtenido del tumor cultivado in Vitro
contando el numero de cromosomas en
metafase tratando de establecer un numero
modal y de evidenciar la aparicion de
cromosomas marcadores. Se encontraron 97
metafases, con repeticion de los numeros
modales en 68 y 70 cromosomas. Ambos
nimeros modales ocupaban el 23%y 20%de
todas las metafases contadas, el resto de las
mitosis mostraron varios numeros de
cromosomas que no se repitieron con la
misma constancia. Se realizaron estudios de
clonacibn en el tumor ascitico tomando
células individuales con pipeta Pasteur vy
colocandolas en capsula de Petri, en estufa
con atmosfera de CO2 al 5%.

Los alteraciones cromosdmicos del tumor
original (antes de los pases in Vitro) fueron 2
cromosomas metacéntricos M1 y fragmentos
minutos M2. En pocas células se observé la
presencia de otros 2 metacéntricos M3 algo
mas pequefios que los M1. La frecuencia con
gue estos cromosomas alterados aparecieron
en la metafase del tumor ascitico fue M1:

42

25% M2: 48% M3: 3% Los estudios
cromosomicos del tumor ascitico cultivado
mostraron caracteristicas similares al tumor
original hasta el pase 44 - 57 con incremento
de la capacidad de adherencia y modificacion
del cariotipo con frecuente aparicion de
cromosomas metacéntricos marcadores M3
(Figura 3). Bl nUmero modal mas frecuente se
mantuvo entre 68 y 70. La frecuencia con la
gue se observd los marcadores en el tumor
cultivado fue: M1: 26%, M2: 47%, M3: 41%.

Figura 3. Cultivo en pase 57. Incremento del

numero de células adheridas.
g -

ceB®, "5 ®

Ao * 2%k, N
P o0 7, % %s
g | ce® WX
® k4

g A 'QI:‘.’.O

- ‘ * .:" *e
® 8 £ : . .
| e YPONT &
p- ";3@- 28

Se obtuvieron varias clonas del tumor
cultivado con 68, 70 y 69 cromosomas; con 2
cromosomas metacéntricos designados como
M1 y los minutos M2. La clonacién del tumor
(pase 56) mostro clonas 68, 66, 70 y 71
cromosomas en 3 de ellas (66, 68 y 70) se
encontraron los 2 nuevos cromosomas
metacéntricos (M3), ademas de |las
observadas en el tumor ascitico.

Los ratones inoculados por via
intraperitoneal mostraron ascitis marcada,
méaxima a los 20 dias (15-20 ml). La autopsia
de estos ratones con tumor ascitico original
evidencio engrosamiento tumoral del
peritoneo y la serosa de todos los 6rganos
abdominales. En las secciones histolégicas se
observé células tumorales en la capsula
hepatica, esplénica, renal bilateral; también
alrededor del pancreas, de los musculos
abdominales y diafragma; sin embargo las
células tumorales estaban en la superficie de
los 6rganos. No se encontré6 metastasis fuera
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de la cavidad abdominal en los ratones
adultos.
Los ratones inoculados IM presentaban

después de 2 semanas una masa de 2,5 cm.
de didmetro. Dejados evolucionar
sobrevivieron hasta las 4 semanas, sin
incremento en el crecimiento tumoral. En la
necropsia el tumor era soélido con 90% de
necrosis a predominio central en relacién a su
volumen total. No se encontré metastasis. Los
ratones inoculados via subcutanea en el
dorso, a los 20 dias tenian una lesién tumoral
de 0,8 cm. En la autopsia el tumor estaba
viable, con escasa necrosis en la parte
proxima a la piel, la cual estaba ulcerada. No
se encontré metastasis

Los ratones lactantes exhibieron
metastasis pulmonares alrededor de los hilios
pulmonares (Figuras 4 y 5).

Figura 4. Metastasis pulmonares en raton lactante.
H-E 100X.

Figura 5. Metastasis en pulmon. Las células
tumorales se disponen alrededor de un vaso
sanguineo y préximas a la pared de un bronquio.
H-E 400X.
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En las secciones histopatoldgicas el tumor
era muy celular, monomorfico, constituido
por células de tamafio uniforme entre 15-20
micras, con citoplasma eosinofilo débil,
anisonucleosis, con 2 o 3 nucleolos. Se
identificaron células con 2 o tres nucleos.
Presencia de mitosis atipicas, multipolares y
necrosis. La coloracién de reticulo de Gomory
puso de manifiesto abundantes fibras de
reticulina en el tumor de disposicion
pericelular, el PAS fue negativo, el tricrémico
de Masson mostré colageno moderado focal.
B PTAH, Sudan negro y Giemsa resultaron
negativos en las células neoplasicas. No hubo
diferencias en el aspecto histoldégico del
tumor transplantado a partir del tumor
original ascitico y el tumor cultivado.

Discusion

Los tumores malignos como las lineas
celulares estables cultivadas, constan de
poblaciones celulares heterogéneas, cada una
de estas lineas puede tener un cariotipo
diferente. Las células de cada poblacion o
clona serian distintas a las de otra, en
cualidades como morfologia, velocidad de
crecimiento, mayor o menor capacidad de
adhesion al fondo del recipiente al ser
cultivadas. En conjunto las caracteristicas de
un tumor o de una linea celular dependera de
las clonas que predominen en numero de
células sobre las deméas 2,

B estudio del cariotipo de un tumor o
cultivo, de manera cuantitativa, proporciona
una imagen de la poblacion celular y de las
clonas predominantes (numero modal). H
estudio cromosémico del tumor ascitico
mostro una modificacion del cariotipo con
células con 2 cromosomas metacéntricos (M1
y M3), ademas de los otros marcadores
mencionados, con un incremento de las
metafases que tenian 66 cromosomas (Fig. 6-
7). Este cambio genotipico coincidié con un
cambio fenotipico de incremento de la
adhesién al vidrio **. Situacion que obedeceria
a un cambio clonal por seleccién in Vitro,
debido a que Ilas nuevas condiciones
favorecen el desarrollo de unas clonas sobre
otras, aunado al hecho que la poblacién
celular con ésta caracteristica se perpetuo en
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el tiempo con el aumento del numero de
pases y disminucién consecuente de las
células con menor propiedad de adherencia,
las cuales ademas eran mas susceptibles al
medio acido con tendencia a la vacuolizacion
y degeneracion.

Figura 6. Cariotipo del tumor no cultivado. H
primer par lo forman dos cromosomas
metacéntricos (M1) y el dltimo los dos minutos
(M2).
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Figura 7. Cariotipo del tumor cultivado en el pase
57. Se identifican los cromosomas M1, M2 y otro
par de cromosomas metacéntricos (par numero 4)
designados como M3.

., & @
"'o 2 i.c‘o
N
‘e S
) .‘;.: . 'y
| et SN
81 00 00 3¢ 00 0
" 020 59 ne 00 wa
88 am an ad ag se
o0 gq M0 ad ap P
[ 1) on o0 g an -
On e,

44

Bl cambio en el cariotipo con la aparicion
de los cromosomas metacéntricos
encontrados, sugiere que se han formado por
fusion centromérica en virtud de que se
identifica después del cultivo un aumento del
numero de células que en su metafase
muestran 66 cromosomas ***°.

No se encontraron cambios en el
comportamiento biolégico tumoral, después
del periodo de cultivo prolongado. Los
ratones morian en el mismo periodo de
tiempo y no se encontraron alteraciones en el
grado de extensién o invasion tumoral. Los
ratones lactantes mostraron mayor invasion y
metastasis pulmonares esta mayor
susceptibilidad seguramente se debe a la
inmadurez inmunolégica. La histopatologia
demostré un tumor de estirpe mesenquimal
con aspecto de células fusiformes o
reticulares  atipicas. Sin embargo es
conveniente la realizacibn de estudios

enfocados en el prondstico de estas
poblaciones que combinen técnicas de
clonacion, de cariotipo con bandeo,

ultraestructurales e inmunohistoquimicas; ya
gue no existen hasta el momento
publicaciones en las que se analicen tales
observaciones y debido al tamafo de la
muestra empleada no nos permite realizar
mayores conclusiones.
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