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Establecimiento y caracterización de una línea celular derivada
de un glioblastoma multiforme
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GERARDO ARISTIZÁBAL, M.D.4, JAIME E. CASTELLANOS, O.D., M.SC., PH.D.5

RESUMEN

Introducción: Las líneas celulares y los cultivos primarios son una excelente herramienta para el estudio de la biología, desarrollo
y respuesta a la terapia en tumores cerebrales.

Objetivo: Establecer y caracterizar una línea celular derivada de un glioblastoma multiforme como un modelo de estudio in vitro
para la extrapolación y aplicación futura en terapia génica.

Material y métodos: Se obtuvo una muestra de un paciente con diagnóstico clínico e histopatológico de glioblastoma
multiforme, se caracterizó mediante inmunohistoquímica en cortes de tejido y por inmunocitoquímica sobre células cultivadas a partir
del tumor desde el inicio del cultivo y durante los seis primeros pases, con dos tipos de marcadores específicos para glía: GFAP
(glial fibrillary acidic protein) y S-100 (proteína de unión a calcio). Además, se evaluó la expresión de p53 y Bcl-2, como moduladores
de apoptosis. Por último se hizo la caracterización citogenética.

Resultados: Histopatológicamente, se confirmó el diagnóstico de glioblastoma multiforme. En los cultivos primarios se
encontraron características citomorfológicas propias de un glioblastoma: células fibroblastoides planas, células con escaso
citoplasma con 3 ó más procesos y por último bipolares o unipolares. Se encontró una expresión diferencial con los cuatro
marcadores, con un patrón de marcaciones a nivel citoplasmático y nuclear a través de los pases estudiados. La línea celular se
caracterizó por ser en su mayoría aneuploide con un número modal cromosómico entre 43 y 45, con un gran número de poliploidías
(55-102 <4n>, XXYY) y endo-reduplicaciones (end 45, X, -Y).

Conclusión: Se estableció una línea celular derivada de un glioblastoma multiforme con un fenotipo estable, con un notable
mantenimiento del perfil glial y citogenético.
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Initiation and characterization of a glioblastoma multiforme derived cell line

SUMMARY

Introduction: Cell lines and primary cultures are a useful tool for studying basic biology, development and therapy responses
in cancer and nervous system tumors.

Aim: To establish and characterize a human glioblastoma multiforme (GBM) derived cell line as an in vitro biological model to
study nervous system cancer chemotherapy and gene therapy.

Materials and methods: A resected tumor piece was obtained from a patient with clinical and histopathological diagnosis of
GBM. It was processed to obtain viable cells to culture and histological sections, which were immunostained to glial fibrillary acid
protein (GFAP) and S-100 protein (calcium binding protein) and to evaluate expression of apoptosis related proteins p53 and Bcl-
2. Finally a cytogenetic evaluation was carried out.

Results: Histopathological examination confirmed classic findings of GBM. Typical cytomorphological features of GBM were
found in cells of the primary cultures: bipolar or unipolar cells, flat fibroblastoid cells, process-bearing cells with scant cytoplasm
and 3 or more processes. It was found a differential expression of the four markers, which had a nuclear and cytoplasmatic staining
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pattern throughout studied subcultures. Cell line exhibited a
high level of aneuploidy with modal chromosomal number
between 43-45, with presence of poliploidy (55-102 <4n>, XXYY)
and endoreduplication (end 45, X, -Y).

Conclusion: It was established a GBM derived cell line with
a stable phenotype, maintaining morphological cell and
cytogenetic characteristics.

Keywords: Cell Line; Human glioblastoma
multiforme;Immunocytochemistry; Immunochemistry;

Bcl-2, p53.

Los tumores gliales constituyen el grupo más común de
tumores intracraneanos y de éstos, el glioblastoma multi-
forme (GBM, grado IV de la OMS) sobresale por su
malignidad, su rápida evolución y resistencia a las medidas
terapéuticas convencionales: irradiación y quimioterapia
después de la cirugía1-5. Este tumor se caracteriza por
hipercelularidad glial, núcleos atípicos (pleomorfismo nu-
clear, multinucleación, cromatina nuclear gruesa), activi-
dad mitótica visible y proliferación vascular prominente
con hiperplasia endotelial, frecuentemente tan intensa que
causa obstrucción vascular y por ende abundantes áreas
de necrosis tisular que actúan a su vez como estímulo
hipóxico inductor de angiogénesis1-3.

Los conceptos generales de la biología de los gliomas
incluyen la hipótesis que los defectos en la vía que regulan
la susceptibilidad a la apoptosis están comprometidas en el
desarrollo y progresión de su malignidad, así como en la
resistencia intrínseca a la quimioterapia adyuvante2-8.

Durante la apoptosis, los cambios morfológicos obser-
vados en la célula, son la manifestación de reacciones
bioquímicas intercelulares. La maquinaria enzimática res-
ponsable de estos cambios la constituyen principalmente
las caspasas. Se han descrito dos vías que conducen a su
activación, la vía extrínseca que se inicia en la membrana
celular y es mediada por ligandos que se unen a sus
receptores y la vía intrínseca que se inicia en la mitocondria
y es mediada por estrés celular o por lesión en el ADN8,9.
A los mecanismos intrínsecos de la apoptosis los controlan
las proteínas y genes de la familia Bcl-2. Los productos de
esta familia de genes pueden actuar como promotores
(p21BAX, Bcl-xS, etc) o inhibidores (Bcl-2, Bcl-xL) de
apoptosis8-12.

La expresión de proteínas de la familia Bcl-2 en
gliomas malignos se analizó in vivo; mediante análisis
inmunohistoquímico se encontró una expresión en 70% de
los tumores cerebrales analizados6,7. A su vez, se informó

una alta expresión de Bcl-2, Bcl-x y Bax en gliomas, sobre
todo en glioblastomas recurrentes8-12. La expresión de
esta familia de genes se puede regular de modo diferencial
en asociación con la progresión del tumor y la diferencia-
ción10. Además, se encontró la expresión de proteínas anti
y pro-apoptóticas de la familia Bcl-2 en líneas celulares de
glioma humano9-13.

Las anormalidades más comunes a nivel genético en
cánceres humanos son las mutaciones en p53, que es un
activador transcripcional de corta vida que puede inducir
apoptosis14-16. Se ha informado la expresión de p53 en
astrocitomas (difusos y anaplásicos) y en glioblastomas
multiformes9. Las mutaciones en p53 se presentan en más
de 30% de los gliomas, como un hecho temprano, para
sugerir que las anormalidades de p53 están comprometi-
das con el desarrollo de los gliomas. Es interesante resaltar
que la incidencia de las mutaciones de p53 en líneas
celulares de gliomas es similar a la que se informa para
tumores cerebrales primarios, e indica que estas líneas son
herramientas útiles para investigar el papel antineoplásico
del gen p53 de forma silvestre en los gliomas9,16,17. Es
común la pérdida de heterocigocidad del cromosoma 10 en
el GBM y podría muy posiblemente causar la disfunción de
un gen supresor de tumor adicional14.

Las líneas celulares y los cultivos primarios se emplean
en diferentes estudios de oncogénesis pues aportan un
modelo importante para estudiar las características y
funciones del tumor del que proceden. Una línea celular
muestra características muy bien definidas, son más sen-
cillas de manejar que los cultivos primarios, crecen conti-
nuamente y se puede obtener un mayor número de células,
aunque pierden muchas de sus propiedades respecto a la
muestra original del tumor y presenta cambios progresivos
en el número de cromosomas18,19. Como el fenotipo
estable de la línea celular surge de un cultivo primario a
través del tiempo, se hace necesario caracterizar las
células en dos aspectos fundamentales:
1. Por su origen glial, que determina el aspecto del linaje.
2. Determinar si son verdaderamente neoplásicas19.

Los cultivos primarios de tumores cerebrales de estirpe
neuroepitelial y mesenquimal son un magnífico banco de
pruebas para el estudio de las características citocinéticas
y oncogénicas, así como para comprobar in vitro la quimio
o radiosensibilidad de las mismas características18.

El propósito de este estudio fue establecer una línea
celular derivada de un GBM como un método de estudio
in vitro para la extrapolación y aplicación futura en
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estudios de terapia génica para glioblastoma. Para la
caracterización por inmunocitoquímica e inmunohisto-
química se utilizaron dos tipos de marcadores específicos
para glía, previamente caracterizados: GFAP (glial fibrillary
acidic protein)20-22 y S-10023. Y a su vez se evaluó la
expresión de p53 y Bcl-2, como moduladores de apoptosis.
Por último se hizo la caracterización citogenética.

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolección de la muestra. Se tomó una muestra
representativa del tumor en condiciones de total asepsia
en el propio quirófano de neurocirugía, previo consenti-
miento informado de un paciente de 66 años con diagnós-
tico clínico y radiológico de GBM. La muestra se dividió en
dos porciones, la primera se utilizó para el establecimiento
del cultivo primario y se colocó en DMEM suplementado
con antibiótico (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100
mg/ml) y anfotericina (0.25 mg/ml) y la segunda se
transportó en paraformaldehído (PFA) al 4% para el
análisis por inmunohistoquímica.

Cultivo primario obtenido a partir de un GBM. La
muestra se cortó en pequeños fragmentos, que se incuba-
ron a 37°C por 30 minutos en medio completo (DMEM,
suero fetal bovino al 10% (SFB), antibiótico y anfotericina)
con colagenasa (2 mg/ml, Gibco BRL) y dispasa (5 mg/ml,
Gibco BRL). Se realizó una disociación mecánica con
pipeta Pasteur y se centrifugó a 1000 rpm por 7 minutos.
Se sembraron la suspensión celular y los explantes celula-
res en frascos de cultivo de 25 cm2 en medio completo. Se
incubó a 37°C con 5% de CO2 y se hizo el cambio de medio
cada 48 horas.

Se realizaron pases sucesivos cuando el cultivo prima-
rio alcanzó una confluencia mayor de 70% mediante
disociación de la monocapa celular con tripsina al 0.25 %.
La viabilidad celular se midió por el método de exclusión
con azul tripán y recuento en cámara de Neubauer. En el
microscopio de contraste de fase se efectuó el seguimien-
to diario del crecimiento de las células en cultivo con un
registro fotográfico en los diferentes días de cultivo y a
través de los pases sucesivos.

Criopreservación de la línea celular. Desde el
establecimiento y durante los diversos pases se criopreservó
la línea celular en DMEM al 40% suplementado con SFB
al 50% y DMSO 10% y se almacenó en nitrógeno líquido
a -196°C.

Anticuerpos utilizados. Se utilizaron los siguientes

anticuerpos para el análisis inmunoquímico: un anticuerpo
policlonal de conejo contra GFAP, en dilución 1/250
(DAKO Z0334), anticuerpo anti-S-100, en dilución de 1/
500 (DAKO, ZO31), un anticuerpo monoclonal para p53,
que reconoce los aminoácidos 211 a 220 tanto de la
proteína silvestre como de la mutada, en una dilución de 1/
25 (Chemicon, CBL404) y por último un anticuerpo
policlonal anti-Bcl-2 humano, en dilución de 1/500 (Beckton
Dickinson, Ref 554160).

Inmunohistoquímica. Se hicieron cortes sucesivos
de 10 mm a partir de bloques parafinados. Se coloreó con
hematoxilina eosina para el análisis histopatológico. Las
láminas se incubaron en un horno a 60°C por 30 minutos,
se desparafinaron con xilol y se rehidrataron con concen-
traciones descendentes de alcohol etílico. Se hizo un paso
de recuperación antigénica con amortiguador de citrato
para cubrir totalmente las láminas y luego se llevaron al
autoclave donde se las dejó hasta 15 libras de presión por
10 minutos. Después se inactivó la peroxidasa endógena
por 30 minutos con H2O2 al 3% preparada en PBS. Las
células inmuno-reactivas se descubrieron con los anti-
cuerpos primarios descritos antes preparados en PBS con
5% suero de caballo durante 30 minutos a 37°C en cámara
húmeda. Luego se incubó con un anticuerpo secundario
(anti-IgG de conejo biotinilado o un anti-IgG anti-ratón
biotinilado, a una concentración 1/200 Vector Labs). Se
agregó estreptavidina acoplada a peroxidasa (1 mg/ml,
Vector Labs) por 20 minutos a temperatura ambiente. Se
reveló con una mezcla 1:1 de H2O2 al 0.02% y diamino-
benzidina (3 mg) en Tris-HCl (pH 7.2). Se agregó sulfato
de cobre por 5 minutos, se tiñeron con hematoxilina, se
deshidrataron y se montaron en Poly-mount con cubre-
objetos. La metodología se llevó a cabo de acuerdo con
protocolos estándar ya informados29.

 Además, se siguió el mismo proceso en distintos cortes
de tejido de un melanoma humano (DAKO, T1241) que se
emplearon como controles positivos con los diferentes
anticuerpos para la técnica inmunohistoquímica.

Inmunocitoquímica. Aproximadamente 5,000 célu-
las a partir del cultivo primario se sembraron en cajas de
24 pozos (Corning 25870) sobre cubreobjetos redondos
pre-tratados con poli-L-lisina (10 mg/ml) durante el prime-
ro, segundo, tercero y sexto pases. Al quinto día de cultivo
las células se fijaron con PFA al 4% por 30 minutos y, se
protegió la monocapa con gelatina al 0.5% por 10 minutos
a 0°C para evitar su desprendimiento. Luego se
permeabilizó con tritón X-100 por 30 minutos y se inactivó
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la peroxidasa endógena con H2O2 al 0.5% en metanol al
50% por 45 minutos. Las células inmuno-reactivas fueron
detectadas mediante los anticuerpos primarios descritos
antes, preparados en PBS con 5% suero de caballo
durante 30 minutos a 37°C en cámara húmeda. Luego se
incubaron con un anticuerpo secundario (anti-IgG de
conejo biotinilado o un anticuerpo anti-IgG anti-ratón
biotinilado, a una concentración 1/200 Vector Labs).
Después se agregó estreptavidina acoplada a peroxidasa
(1 mg/ml, Vector Labs) por 30 minutos a temperatura
ambiente y se reveló con una mezcla 1:1 de H2O2 al 0.02%
y diaminobenzidina 0.1% en Tris-HCl (pH 7.2). Las
células se contracolorearon con haemalum de Mayer, se
deshidrataron y montaron en Poly-mount. En la metodolo-
gía se siguieron las técnicas estándar ya informadas29. En
un microscopio triocular con 40 X se contaron distintos
campos hasta completar 100 células, entre células inmuno-
reactivas y no inmuno-reactivas. Se efectuó el recuento
celular en 3 réplicas para cada tiempo analizado (n=3).

Inmunofluorescencia indirecta. El método en la
primera parte fue el mismo que se empleó para inmunocito-
química. Se colocó un anticuerpo contra GFAP (DAKO)
en cámara húmeda por 1 hora a 37°C. Después de lavar
con PBS, se incubó por 30 minutos a temperatura ambien-
te con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
biotinilado (Vector Labs). Luego se agregó estreptavidina
conjugada a CY3 (1/400, Sigma) por 30 minutos a tempe-
ratura ambiente. Las láminas se montaron con glicerol
amortiguado 9:1 y se observaron en un microscopio de
epifluorescencia.

Obtención de preparados cromosómicos a partir de
cultivo primario de GBM. La monocapa celular se
disoció con tripsina al 0.25% preparada en PBS. Se
sembró 1 ml de suspensión celular en una lámina
portaobjetos, y se dejó en adhesión por 50 minutos y luego
se completo el volumen con 14 ml de medio completo, y se
incubó por 48 horas. Se adicionó colchicina (100 mg/ml)
por 3 horas a 37º C, se agregaron 15 ml de solución
hipotónica (KCl 0.052 M a 37ºC) por 10 minutos y luego
2 ml de fijador Carnoy (3: 1 metanol y ácido acético) gota
a gota por las paredes de la caja por 10 minutos. Se pasó
la lámina portaobjeto a una caja de Petri con 15 ml de
fijador frío por 50 minutos, se sacó cuidadosamente y se
secaron las láminas a temperatura ambiente. Estas se
incubaron en 2X SSC a 60°C durante 30 min, se lavaron
con abundante agua de chorro y se dejaron secar a
temperatura del medio. Se agregó una solución de tripsina

(1/125) en agua destilada, se colocaron en solución por 1
a 5 segundos agitando con suavidad. Luego se sacaron, se
lavaron con abundante agua de chorro, se secaron a
temperatura ambiente, se colorearon con Giemsa durante
10 min. Por último, se observaron y se fotografiaron a
1,000 X de aumento.

RESULTADOS

Caracterización inmunohistoquímica de tejidos de
GBM. Histopatológicamente, se encontró una marcada
proliferación microvascular (Foto 1A) y focos de necrosis.
A su vez, se observaron fragmentos de una lesión tumoral
constituida por células pleomórficas, algunas gigantes, con
marcas atípicas, núcleos angulados, hipercromáticos,
inmersas en una matriz fibrilar, figuras mitóticas y necrosis
fibrinoide de las paredes vasculares. Todos los marcado-
res presentaron inmuno-reactividad principalmente en el
citoplasma, pero se observó marcación nuclear para p53
y Bcl-2. En la Foto 1 se muestran los diferentes marcado-
res estudiados, para GFAP (1B) se presentó inmuno-
reactividad en el citoplasma, S-100 (1C) mostró marca
nuclear y citoplasmática, p53 (1D) fue positivo en los
núcleos de las células tumorales y para Bcl-2 (1E) la
marcación fue citoplasmática. A su vez, se utilizaron como
controles positivos cortes de tejido de melanoma humano
donde se observó inmuno-reactividad; para cada uno de
los marcadores estudiados, se muestra solamente la mar-
cación específica obtenida para Bcl-2, como ejemplo (1F).

Cultivos primarios de células de GBM. En los
cultivos primarios se encontraron características cito-
morfológicas propias de un GBM, con células gigantes
multinucleadas, células sincitiales fusiformes pequeñas
que varían en su extensión, con tendencia a fusionarse
entre sus prolongaciones (Foto 2A). Se logró establecer el
cultivo en los primeros 22 días cuando se hizo la descrip-
ción detallada para los diversos tipos celulares. Al cuarto
día del aislamiento celular, se observaron distintos tipos
celulares diferenciales (2A, muestra uno de los explantes
en el lado inferior de la microfotografía en contraste de
fase), se aprecia un fenotipo estable que emergió del
cultivo a través del tiempo como se puede apreciar a los 10
días de cultivo (2C) y que se hace más notorio a los 22 días
(2D). Se encontró migración de las células, pues se
disponían inicialmente en forma radial con células bipolares
y unipolares de gran tamaño, para luego transformarse
con rapidez en elementos fibroblastoides (flechas, Figura
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2B). Una vez el cultivo alcanzó una confluencia de 70% se
realizó el primer subcultivo, durante los primeros seis
pases se hizo la caracterización celular, donde ya se
observaba un fenotipo estable con un predominio de
células unipolares y bipolares; es de anotar que en pases
posteriores (pase 30) la caracterización morfológica indi-
có un comportamiento idéntico.

Caracterización inmunocitoquímica de las células
de cultivos de GBM. Los análisis inmunocitoquímicos
con los marcadores gliales (GFAP y S-100) demostraron
un gran número de células positivas, se observó una
marcación citoplasmática uniforme e irregularmente ob-
servada en el núcleo. El patrón de coloración fue filamentoso
o compacto y homogéneo en los tres diferentes tipos
celulares identificados: células fibroblastoides planas, gran-
des, con gran cantidad de citoplasma respecto del núcleo
(cabeza de flecha, Foto 3C), el segundo tipo correspondió

a células con escaso citoplasma con 3 ó más procesos
(flechas oscuras, Foto 3A) y por último células bipolares
o unipolares (flechas claras, Foto 3E-3G).

El patrón de las marcas a través de cada uno de los
pases con los cuatro marcadores fue muy heterogéneo, en
la mayoría de los casos fue citoplasmático (GFAP y S-
100), aunque eventualmente se observó expresión en el
núcleo (p53). En la Foto 3 se ven células positivas con los
diferentes marcadores, con anti-GFAP (3A) mediante
inmunoperoxidasa indirecta y por inmunofluorescencia
indirecta en el primer pase (3B) donde se aprecia el patrón
filamentoso característico, anti-S-100 (3C), anti-p53 en el
segundo pase (3D) donde se muestra una marca celular
tenue, anti-p53 en el sexto pase de cultivo (3E) con una
marcación intensa, anti-Bcl-2 en el tercer pase (3F) y
sexto pase con marcación intensa (3G).

Respecto a la frecuencia de la expresión, se hizo un
recuento de las células inmuno-reactivas y no inmuno-
reactivas para los diferentes marcadores; los datos se
presentan como proporciones en la Gráfica 1. Para GFAP
se evidenció 79% de expresión en el primer pase; 96.3%
en el segundo; 82% en el tercero; y 100% en el sexto pase
(Gráfica 1, diamantes). Para S-100 se encontró 77.3% de

Foto 1. Caracterización Inmunohistoquímica.
Histolopatología hematoxilina eosina 10x, se observa
una proliferación microvascular (A, flechas). Células
tumorales positivas para anti-GFAP (B), anti-S-100 (C),
anti-p53 (D), anti-Bcl-2 (E). Inmunohistoquímica de
control para melanoma con un anticuerpo contra Bcl-
2 (F). Las barras corresponden a 60 µµµµµm.

Foto 2. Aspecto morfológico de los cultivos de
glioblastoma multiforme en contraste de fase en los
primeros 22 días de cultivo en los cuales se estableció
la línea celular. En el microscopio de contraste de
fases se siguió a diario el crecimiento de las células
con un registro fotográfico a los 4 días (A), detalle a
los 4 días de cultivo (B) 10 días (C) y a los 22 días de
cultivo (D). Las flechas indican los elementos
fibroblastoides. Barras = 60 µµµµµm.
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Foto 4. Análisis citogenético. Se muestran las anorma-
lidades cromosómicas más comunes en las diferentes
mitosis estudiadas a partir de los cultivos primarios.
A. Aneuploidía, monosomía del cromosoma Y (45, X,
-Y). B. Endo-reduplicación (end 45, X, -Y).  C. Poliploidía
(92 cromosomas, XXYY). D. Poliploidía (>102 <4n>,
XXYY).

Foto 3. Caracterización inmunocitoquímica de células
de cultivos de glioblastoma multiforme. Un proceso
de inmunoperoxidasa indirecta se realizó en los
cultivos para detectar las células inmuno-reactivas
con los diferentes marcadores. Células positivas con
anti-GFAP descubiertas mediante inmunoperoxidasa
indirecta (A) en el sexto pase. Inmunofluorescencia
contra-GFAP, se aprecia el patrón filamentoso de la
marca (B), anti-S-100 (C) en el primer pase, anti-p53
en el segundo pase de cultivo (3D) en el que se
observa una marca tenue a nivel celular, anti-p53 en
el sexto pase de cultivo, en el que hay una mayor
intensidad en la marca celular (3E), anti-Bcl-2 en el
tercer pasaje de cultivo (3F), con una menor frecuen-
cia de marcaje, anti-Bcl-2 en el sexto pase de cultivo,
se presenta una mayor intensidad y frecuencia en la
marca (3G). Control negativo sin anticuerpo primario,
donde se observan núcleos marcados por la
contracoloración con hemalum de Mayer (Panel H).
Células fibroblastoides (cabeza de flecha). Flechas
oscuras (células bipolares o unipolares) y células con
3 procesos (flechas claras). Las barras corresponden
a 60 µµµµµm.

expresión en el primer pase; 81% en el segundo; 96% en
el tercero; y 94% en el sexto pase (Gráfica 1, círculos). A
medida que las células se diferenciaban, se evidenció
mayor expresión de los marcadores gliales. En caso
contrario, para p53 no se encontró expresión en el primer
pase, para los pases segundo y tercero se encontró una
baja expresión, con una marca tenue sólo en el citoplasma
(21 % fueron positivas) y en el sexto pase se apreció
95.3% de expresión que comprometía tanto el citoplasma
como el núcleo (Gráfica 1, cuadrados). Para Bcl-2 en los
pases primero y sexto, se vio que todas las células eran
positivas (100%), en el segundo 90.3%, y en el tercer pase
sólo 8.4% de las células fueron positivas (Gráfica 1,
triángulos); esto puso de manifiesto un proceso de
indiferenciación celular.

Análisis citogenético. Las diferentes mitosis estudia-
das a partir de los cultivos primarios se caracterizaron por

ser en su mayoría aneuploides con un número modal
cromosómico entre 43 y 45, siendo la más frecuente la
monosomía del cromosoma Y (45, X, -Y) como se aprecia
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en la Foto 4A. Se observó un gran número de poliploidias
(55-102 <4n>, XXYY) (Foto 4 C-D) y endo-
reduplicaciones (end 45, X, -Y) (Foto 4B).

DISCUSIÓN

Muchos de los progresos conseguidos en oncogénesis,
desarrollo y respuesta a la terapia de los tumores cerebra-
les han sido posibles gracias a estudios in vitro, como las
técnicas de cálculo de la cinética celular en gliomas, la
comprensión de las interacciones entre células gliales,
neuronas, células endoteliales y tumorales, o la identifica-
ción de los mecanismos celulares implicados en la resis-
tencia a ciertos medicamentos18. Un paso imprescindible
en el estudio de los cultivos de tumores cerebrales es
caracterizar las células de los cultivos resultantes4. Habi-
tualmente las técnicas de citomorfología e inmunohisto-
química son las más empleadas, aunque las pueden com-
plementar métodos como la hibridación in situ, la
histoquímica enzimática y la microscopía electrónica18,19.

Las líneas celulares y los cultivos primarios, son una
herramienta indispensable para investigar la biología de los
tumores cerebrales. Por tanto, en este estudio se quiso
establecer una línea celular inmortalizada a partir de un
tejido obtenido de un paciente diagnosticado clínicamente
con GBM. Mediante el análisis histopatológico se encon-
tró tanto proliferación microvascular como necrosis, ras-

gos diagnósticos esenciales, que confirman las caracterís-
ticas de GBM de acuerdo con la clasificación WHO2,25.

En cuanto a la caracterización celular, se encontró en
los cultivos primarios una migración de las células, que se
disponen inicialmente en forma radial con células bipolares
y unipolares de gran tamaño, para luego transformarse
con rapidez en elementos fibroblastoides, un patrón celular
característico en estos cultivos que concuerda con estu-
dios anteriores20-22. En pases posteriores (pase 30) al
hacer la caracterización morfológica se halló un fenotipo
estable a través del tiempo, con un predominio de células
unipolares y bipolares.

Mediante el análisis inmunocitoquímico se encontró
que los cultivos retuvieron la expresión para S-10020,23 y
GFAP, que es un marcador específico para células
astrocíticas20-22. La inmuno-reactividad encontrada con
estos dos marcadores gliales en los cultivos en los diferen-
tes pasajes, permitió establecer que la expresión fue
progresiva y que el fenotipo se mantuvo a través de los
pases analizados, los datos concuerdan con la expresión
que se evidenció mediante el análisis por inmunohisto-
química.

Y a su vez se evaluó la expresión de p53 y Bcl-2, como
moduladores de apoptosis, pues se cree que defectos en la
vía que regulan la susceptibilidad a la apoptosis están
comprometidos en el desarrollo y progresión en la malig-
nidad de los gliomas. Rieger et al.6 encontraron 70% de
incidencia de reacciones positivas para Bcl-2. Stirket et
al.12 revelaron un alto porcentaje de reacción positiva para
Bcl-2 en glioblastoma tanto recurrentes como iniciales
(92% y 97%, respectivamente) y Krajewski et al.10

comunicaron 92% de expresión para Bcl-2. Estos datos
concuerdan con los resultados obtenidos en los cultivos
analizados para la expresión de Bcl-2 mediante
inmunocitoquímica, en los cuales se vio un alto porcentaje
de células positivas en tres de los cuatro pases analizados.

En contraste, para p53 no se halló expresión en los
primeros pases de cultivo. Se ha encontrado que la mutación
o inactivación de p53 ocurre en etapas tempranas en los
gliomas y se asocia con la progresión del tumor. Muchos
tumores, incluso glioblastomas multiformes de alto-grado,
llevan un gen de p53 funcionalmente intacto24. En el sexto
pase hubo alta expresión de p53, esto es explicable porque un
alto porcentaje de inmunopositividad a través de los diversos
pases sugiere que este tipo de cultivo exhibe una alta tasa de
mutaciones para p53. A su vez, p53 se encontró a nivel
citoplasmático; este fenómeno se propuso como un mecanis-
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Gráfica 1. Evaluación inmunocitoquímica de células
de cultivos de glioblastoma multiforme a través de los
cuatro pases analizados. Porcentaje de células que
expresan GFAP (diamantes), para S-100 (círculos),
para Bcl-2 (triángulo), y expresión para p53 (cuadra-
dos).
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mo por el cual la función de p53 es abolida. Es posible que un
aumento en la frecuencia nuclear de la sobreexpresión de p53
silvestre25 sea un signo de anormalidades de otros componen-
tes de la vía para p53, pues con frecuencia se sobre-expresa
p53 en astrocitomas humanos de todos los grados, mientras
que en mucho otros tipos de cánceres se encuentran en la
mitad de los casos en estado normales. Esto sugiere un
mecanismo para subvertir la apoptosis mediada por p5315.

La pérdida de inmuno-reactividad en los distintos pases de
cultivo ocurre normalmente en cultivos primarios, se ha
descrito que las células que mantienen las características
tumorales por más tiempo son las que expresan una mayor
inmuno-reactividad. De forma semejante ocurre con los
marcadores de la cinética tumoral, como la bromodeoxiuridina,
cuyo resultado decrece con el tiempo en las células en cultivo,
e indica algún mecanismo no identificado de diferenciación in
vitro, particularmente para los astrocitomas de alto grado de
malignidad. Una vez que se establece una línea celular, por lo
general en el pase 20 ó después de 4-6 meses in vitro, las
células en los pases van adquiriendo un fenotipo estable18-22.

Todas las líneas de gliomas estudiadas hasta ahora son
altamente aneuploides; además, el daño y los re-arreglos
cromosómico son comunes21,26. En estudios citogenéticos
llevados a cabo en glioblastomas primarios y secundarios
se ha encontrado una alta frecuencia de anormalidades
combinadas en los cromosomas sexuales y autonómicos,
éstas incluyen trisomía del cromosoma 7, monosomía del
cromosoma 10, monosomía del cromosoma X y la pérdida
del cromosoma Y27,28. La línea celular establecida presen-
tó una alta tasa de aneuploidías, siendo la más frecuente
la monosomía del cromosoma Y (45, X-Y) lo que corrobo-
ra otros estudios en gliomas malignos26,27, además tuvo un
gran número de poliplodías (55-102 <4n>, XXYY) y endo-
reduplicaciones (end 45, X-Y), indicativos propios de la
progresión tumoral.

Este estudio confirma la utilidad de los cultivos prima-
rios y las líneas celulares derivadas a partir de tumores
cerebrales, pues por medio de ello se pueden establecer
diferentes estrategias experimentales y terapéuticas para
el estudio de tratamientos de quimioterapia, radioterapia y
terapia génica.
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