FENOMENOS DE FAGOCITOSIS OBSERVADOS
EN CELULAS NEOPLASICAS *

‘NOTA PRELIMINAR

Prof. CECILIO F. ROMARNA
(Barcelona)

Sefior Presidente, sefiores Aca-
démicos, sefioras, sefores:

Hoy tendré el honor de presentar
a Vds. algunas imagenes de actos
de fagocitosis a cargo de células
neoplasicas o de células sospecho-
sas de serlo.

Quiero adelantar que esta comu-
nicacién tiene solo el cardcter de
nota preliminar y es presentada en
el deseo de llamar la atencién de los
especialistas sobre un fenémeno
bioldgico un tanto olvidado. Como
nota preliminar sus conclusiones
no son absolutas, su estudio debe
continuar y las observaciones deben
ser confirmadas por otros autores
para que adquieran real valor.

Nos interesamos por este tema
después de habernos sﬁrnergido en
el apasionanté mundo de la inmu-
nologia neoplasica y de la lucha
frecuentemente entablada entre cé-
lulas malignas y defensas celulares
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y humorales de los tejidos atacados.

Al estudiar las caracteristicas de
las células malignas no hallamos
referencias, en los tratados de onco-
logia, a que tuvieran capacidad fa-
gocitaria. Sélo cuando vimos una
pelicula sobre el cultivo de los tu-
mores «in-vitro», film pasado con
tfempo acelerado, nos llamd la aten-
cién la gran movilidad de ciertas
células neoplasicas, movilidad que
las llevaba a penetrar profundamen-
te en los tejidos sanos vecinos, fe-
némeno que en las células normales
esta frecuentemente relacionado con
su poder de captacién.

EXPERIENCIAS EN ANIMALES.
MATERIAL Y METODOS

Disponiendo en nuestro laborato-
rio de un tumor de ratoén, el sarco-
ma peritoneal T 180 que se transmite
muy facilmente de ratén a ratén
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por inoculacién de exudado perito-
neal rico en células, decidimos ini-
ciar experiencias con este tumor.

El hecho de que las células de
esta neoplasis tiene origen o se de-
sarrollen a expensas de las células
de revestimiento del endotelio peri-
toneal nos alentd en llevar adelante
la experiencia. En efecto, estas célu-
las de revestimiento, como otras
serosas, pertenecen al S.R.E.; era
pues muy posible que las células
neoplasicas conservaran la mas im-
portante funcién de aquel sistema:
su capacidad fagocitaria. Ademads
teniamos ya experiencia sobre la
accion fagocitaria de las células en-
doteliales normales del peritoneo
sobre bacilos de BCG.

El primer ensayo lo realizamos
cultivando «in-vitro» células del
sarcoma en medio del cultivo M 199
y agregando bacilos libres BCG. A
las 48 horas sacrificamos el cultivo
y realizamos extendidos de las célu-
las quc fueron fijadas con acetona
y coloreadas con Ziehl. En las pre-
paraciones pudimos observar célu-
las tumorales fagocitando bacilos
de BCG.

Posteriormente reiniciamos las ex-
periencias con otra técnica: 2 rato-
nes inoculados 48 horas antes con
sarcoma T 180 fueron reinoculados
con una suspension -de carbén - vege-
tal estéril. Un ratén fue sacrificado
a las 48 horas y otro a las 72 horas.
Extendidos del exudado peritoneal
fueron coloreados por el método de
WRIGHT. Se pudieron observar muy
buenas imdagenes de fagocitosis del
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carbén como apreciaremos en -las
diapositivas. No habia duda de que
los macroéfagos eran células tumo-
rales pues los nucleos son semejan-
tes a los de las otras células neo-
plésicas vecinas y generalmente con
buen numero de nucleolos. En una
preparaciéon coloreada con Giemsa
se observé la fagocitosis de una cé-
lula tumoral conteniendo carbén
por otra de mayor tamafo igual-
mente tumoral.

Muchas de las células macrofa-
gicas mostraban signos- de necro-
biosis: protoplasma palido, abun-
dantes vacuolas y destrucciéon de
la membrana celular.

Ante este resultado alentador con-
seguido con carbén intentamos nue-
vamente obtener la fagocitosis de
BCG. Para ello inoculamos en dos
ratones una mezcla de células de
sarcoma T 180 junto con una sus-
pensién* de bacilos procedentes de
un cultivo en profundidad con mu-
chas unidades libres.” Los ratones
fueron sacrificados a las 24 y a las
48 horas. En ambos ratones las pre-
paraciones coloreadas con Ziehl
mostraron buena cantidad de célu-
las neoplasicas conteniendo bacilos.

De igual manera que las células
tumorales que habian fagocitado
carbdn, las que fagocitaron BCG
mostraron signos de necrobiosis
muy acentuado, fenémeno que, en
ciertos casos, se extendia a las célu-
las vecinas libres de bacilos. Comen-
tarios sobre las observaciones ante-
riores las reservamos para el final
de esta comunicacién.
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FENOMENOS DE FAGOCITOSIS
EN NEOPLASIAS HUMANAS

Observacion en células de linfoma

En la literatura médica existen al-
gunas publicaciones sobre fenéme-
nos de fagocitosis observados en cé-
lulas de sangre leucémica, publica-
ciones a las cuales nos referiremos
mas adelante. Nosotros tratamos
de conseguir sangre de casos de leu-
cemias agudas para proseguir nues-
tras investigaciones. En la busque-
da de material llegd a mis manos
una sangre clasificada como leucé-
mica, pero que después resultdé pro-
cedente de una enferma que sufria
linfoma linfocitico (linfocitoma® di-
fuso bien diferenciado. En el mo-
mento de la extraccién de sangre el
nuamero de linfocitos blasticos era
de 30 %. Es asi como sin buscarlo
especialmente estudiamos la capaci-
dad fagocitaria de los blastocitos de
un linfoma y nmo de una leucemia
pura, error que consideramos mas
bien favorable, pues los linfomas
son también llamados reticulomas
o reticuloendoteliomas a causa de
su origen reticuloendotelial.

Las células sanguineas en cues-
tién, después de centrifugadas y la-
vadas en medio M 199 fueron culti-
vadas en el mismo medio al cual se
agregd suero AB y una suspensién
de bacilos de BCG, colocando luego
el cultivo a 37°. A las 48 horas el
cultivo fue retirado,
lentamente y con el sedimento se
hicieron extendidos' luego colorea-

centrifugado
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dos con Ziehl. Las imdgenes que
proycctaré inmediatamentc mues-
tran los fendémenos de fagocitosis
observados en las células linfoides.
Todo lleva a pensar que los fagoci-
tos son blastocitos y no linfocitos
adultos, pues al medio de cultivo no
se agregd ninguin inductor de la
transformacién bléstica y el periodo
de tiempo de cultivo sélo fue de
48 horas. Como veremos en las dia-
positivas sélo ciertas células linfoi-
des tienen capacidad fagocitica. Mu-
chas células fagocitarias entran en
necrobiosis.

FENOMENOS DE FAGOCITOSIS
OBSERVADOS EN CELULAS
DEL MELANOMA MALIGNO

Nuestras investigaciones también
se orientaron hacia un tumor sélido
el melanoma maligno. Hemos teni-
do oportunidad de cultivar dos biop-
sias de este tumor.

Material y método

Las biopsias fueron puestas en
cultivo pocas horas después de ob-
tenidas. El cultivo se efectué en
medio M 199 después de haber de-
sintegrado con: égujas cl tejido me-
lanico vy lavado dos veccs el material
obtenido. Al cultivo se agregd una
suspensién de BCG y se colocd a
37° durante 48 h. Lucgo el cultivo
fue centrifugado y se efectuaron ex-
tendidos .con ¢l sedimento, fijacién
con acetona y coloracién con Ziehl.

El examen mostré frecuentes imé-
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genes de células melanicas que con-
tenian bacilos de Koch. La dificul-
tad de poner en evidencia los baci-
los de Koch por otro método de
tincién impidié hasta ahora que usa-
ramos coloraciones diferenciales pa-
ra establecer si las células fagocita-
rias son melanocitos o melan6fagos.
Scri necesario realizar una tincién
que coloree simultaneamente los ba-
cilos y la Dopa - oxidasa.

Hemos observado que muchas de
las células meléanicas, conteniendo o
no bacilos ofrecen una interesante
imagen con pseudopodios que dan
al conjunto una «figura en granada»
muy caracteristica.

INVESTIGACION DE FENOMENOS
DE FAGOCITOSIS EN CELULAS
DE OTROS TUMORES

Hemos tenido oportunidad de rea-
lizar cultivos de células de dos tu-
mores pulmonares epitelioides con
extension pleural. Los cultivos se
realizaron en medio M 199 a partir
de liquido pleural, agregando baci-
los de BCG.

En ninguno de los dos casos pu-
dimos observar fenémenos de fa-
gocitosis. Entre tanto, el distingui-
do citélogo de la Ciudad Sanitaria
F. Franco, doctor Rafael Ortiz, ha
tenido la gentileza de comunicarme
la observaciéon de fenémeno de fa-
gocitosis por parte de células de tu-
mores adenocarcinomatosos también
de origen pulmonar, y en células
halladas en liquido pleural.
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Como el doctor Ortiz no podia
concurrir a esta reunién ha tenido
la delicadeza de facilitarme algunas
diapositivas aun inéditas de su co-
leccion particular a fin de que las
ensefie. Las observaciones las reali-
z6 el doctor Ortiz en el transcurso
de los examenes de rutina para el
diagndstico citolégico de los exuda-
dos pleurales. Casi siempre se trata
de la fagocitosis de una célula tumo-
ral por otra célula tumoral en una
verdadera citofagia familiar, algo
semejante a la observacién realiza-
da por nosotros en el sarcoma de
raton.

COMENTARIOS

Las iméagenes que ha tenido el ho-
nor de presentar a ustedes merecen
un corto comentario:

En el caso del sarcoma T 180 del
ratén no hay ninguna duda sobre la
filiacién y la capacidad fagocitaria
de las células neoplasicas. Su ori-
gen en el endotelio peritoneal ex-
plica, a nuestra manera de ver, su
macrofagia.

Los infocitos que hemos visto, ri-
cos en bacilos de BCG, también pue-
den ser relacionados con el S.R.E.
En efecto, sabemos que las células
sanguineas tienen un origen comun
en el hemohistioblasto. Es verdad
que hasta hace poco los linfocitos
eran considerados totalmente des-
provistos de capacidad fagocitaria.
Pero la observacién de su transfor-
macién en blastocitos, ya sea en for-
ma natural o bajo la influencia de
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inductores quimicos, les han eleva-
do a una jerarquia excepcional den-
tro de las células inmunolégicamen-
te competentes, y, justamente las
células linfoides leucémicas tienen
carcter embrionario, atin cuando pa-
tolégico. En la bibliografia mundial
hemos hallado algunos trabajos so-
bre la capacidad fagocitaria de las
células leucémicas; el primero se
remonta a 1927. En él, Timofejewsky
y cols., refieren la fagocitosis de ba-
cilos de Koch virulentos por mielo-
blastos sanguineos en casos de «leu-
cemia mieloblastica aguda»,
pleando una terminologia actualmen-
te en desuso. Un trabajo reciente
que hemos consultado, es de Neu-
wistova y cols. (1975), titulado «Pha-
gocytic Activity of Leukaemic blasts».
Este trabajo se refiere a cultivos
realizados con sangre de 20 adultos
y 16 nifios sufriendo de leucemias
agudas. Las células leucémicas te-
nian «in-vitro» una actividad fago-
citaria elevada de Ferrioxidsacara-
to en casos de «leucemia monociti-
ca» y, en menor grado, en leuce-
mias linfobldsticas o en leucemias
reticulares. En nuestro caso los lin-
focitos macrofagicos observados pro-
vinieron, no de una leucemia sino de
un linfoma. Neuwistovd y cols. en
el trabajo citado, indican en la bi-
bliografia, una publicacién, por ellos
realizada, sobre fagocitosis observa-
da en un linfoma sin precisar las
células que la efectian.

€m-

En nuestro caso las células fago-
citarias han sido linfocitos que su-
ponemos blastocitos, justamente por
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la funcién que realizan y por saber
que los linfocitos adultos no la efec-
than.

Por dltimo comentara los fenéme-
nos de fagocitosis observados en ¢é-
lulas de melanoma maligno carga-
das de melanina que hemos obser-
vado: nos interesamos por ese tu-
mor al haber visto la accién cura-
tiva local que ejerce el BCG sobre
metéstasis melanicas de la piel cuan-
do 'inyectado dentro del tumor, fe-
némeno que no ocurre con otras in-
munoestimulinas bacterianas anti-
cancerosas como Corynobacterium
parvum. Los autores que se han ocu-
pado de dar una explicacién a po-
der curativo local del BCG, como
Morton (1976) se refieren a la- ac-
cién estimulante de las defensas o
a una posible accién alérgica local
que provoca una reaccién inflama-
toria que acaba con las células neo-
plasicas. No hay referencias a fend-
menos de fagocitosis por parte de
las células melédnicas. Quiero recor-
dar aqui que las células melanicas
de la piel normal también tienen
origen en el mesénquima, en las
crestas neurales, para algunos au-
tores, mientras para otros en las cé-
lulas de Langerhans de la piel con
las cuales tienen gran afinidad mor-
folégica; células de Langerhans quc
pertenecen al SRE y participan de
su funcién macroféagica.

"Es muy interesante, pues, sefialar

que en nuestras tres observaciones
de fagocitosis por células neoplasi-
cas se puede descubrir en ellas una
filiacién con el SRE.
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Sin embargo, éste no es el caso
en las interesantes observaciones
hechas por el doctor Ortiz en donde
las células neoplasicas son de filia-
cién endodérmica.

Consideramos que de confirmar-
se las investigaciones sobre capaci-
dad fagocitaria de las células neo-
plasicas habra una gran cantidad
de problemas a investigar, entre los
cuales se destacan: 1. ¢Cudles son
los tipos celulares neoplasicos con
mayor capacidad fagocitaria? 2.
¢Qué relacién existe entre la capa-
cidad invasora de ciertos tumores
y su capacidad de fagocitosis? 3.
¢Qué relacién existe entre maligni-
dad y fagocitosis? 4.° ¢Qué relacién
existe entre enzimas proteoliticas
fabricadas por las células tumorales
y su capacidad de destruccién de
las células normales? ¢Qué benefi-
cio puede obtenerse en terapéutica
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anticancerosa de la capacidad fago-
citaria de las células neoplasicas?
En fin, pueden haber otros proble-
mas interesantes que escapan ac-
tualmente a nuestra visién.
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