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HACB pocos meses llegamos al convencimiento de que el llamado tumor del

cuerpo carotideo conserva los caracteres anatémicos de receptor nervioso,
y estd perfectamente organizado en una estructura tan intrincada comeo la del
cuerpo carotideo normal.! Desde entonces planeamos aprovechar todas las opor-
tunidades que se nos ofreciesen para cultivar el tumor in vitro. Como ya hemos
explicado en otro lugar,® la técnica de las explantaciones resulta de gran utilidad
para desentrafiar estructuras complejas, ya que las células cultivadas se separan
lentamente unas de otras y presentan asi, bajo el microscopio, su morfologia y sus
relaciones reciprocas en simplificacién progresiva. Al cabo de algunas semanas,
las células cultivadas se han adaptado a las condiciones experimentales y sélo
conservan ciertas cualidades morfolégicas al mismo tiempo que desarrollan for-
mas peculiares de motilidad. En los cultivos que no sobrepasan los 100 dias de
supervivencia, morfologia y movimientos celulares pueden considerarse como
intrinsecos de cada variedad celular.

OBSERVACIONES

Durante los 6 primeros dias de cultivo los fragmentos explantados no sufren
modificaciones dignas de mencién; aqui y alld, en contados lugares, emergen unos
muy pocos elementos mesenquimatosos con caracteres de fibroblastos, o asoma
eventualmente alguna célula amiboidea, ya sea linfocito o macréfago. El espon-
jamiento que de ordinario presentan los tejidos explantados durante estos sus
primeros dias in vitro es minimo en el caso del tumor carotideo. La emigracién
de elementos mesenquimatosos y amiboideos se establece firmemente durante la
segunda semana de supervivencia, y contintia después en forma normal, pero siem-
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pre con moderada intensidad. En rigor llama la atencién que los cultivos de
quimiodectoma yuxtacarotideo proporcionan pocos fibroblastos, linfocitos y ma-
créfagos ordinarios.

CHLULAS PRINGIPALES

Unas pocas células principales del tumor se desarrollan en los bordes de los
fragmentos explantados, en contacto inmediato con el medio de cultivo ; pero en
niimero mucho mayor crecen perfectamente cuando quedan independientes del
fragmento matriz, ya sea aisladas, ya formando pequefios grupos. A propésito
de esta interesante caracterfstica histofisiolégica del quimiodectoma yuxtacaro-
tideo conviene sefialar que se trata de un tumor encefaloide muy jugoso. Por
bien afilada que esté la cuchilla y aunque se corte con el mayor cuidado, durante
la diseccién de la neoplasia se desprende gran cantidad de serosidad turbia, cons-
tituida por liquido intersticial en el que {lotan numerosas células, Precisamente
estas células desprendidas con tan poco esfuerzo durante las maniobras de la
diseccién resultan las mas adecuadas para desarrollarse in witro. Por ello con-
viene incluso exprimir el tumor suavemente y sembrar gotitas del jugo intersticial
asi obtenido, cosa fAcil si se usa una pipeta fina,

Todas Jas células principales que quedan aisladas en el medio de eultivo
tienen al principio forma esferoidal. No se adaptan por estereotropismo a la
superficie lisa del cubreobjetos, tal como lo hacen de ordinario las demds varie-
dades celulares; y por ello brillan intensamente cuando se las ilumina con el
sistema de contraste de fases, o que facilita su visualizacién aun a pequefios
aumentos.

En cualquier momento del desarrollo en los cultivos, las células principales
esféricas pueden emitir una prolengacién densa y perfectamente definida, que
crece como si fuera cilindroeje (Harrison??) ; esto es, mediante movimientos pro-
topldsmicos iniciados en forma de delicados filipodios. En algunos de nuestros
registros cinematograficos la velocidad de crecimiento longitudinal de una de
dichas prolongaciones se calculé en 0.6 mm. en 24 horas. Se originan asf carac-
tersticos elementos monopolares, idénticos a los descritos por nosotros en los
cortes histolégicos. Sélo cuando la prolongacién alcanza gran longitud puede
mostrar dos o tres dicotomias, pero de ordinario se mantiene la célula como rigu-
rosamente monopolar durante toda su supervivencia in vitro. Merece la pena
sefialar que la prolongacién emitida durante el cultivo por las células principales
del tumor, inicialmente redondas, aleanza a menudo 0.40 mm. sin dividirse, lo
que representa aproximadamente 35 veces al didmetro medio del pericarion. En
algunas de nuestras preparaciones, la. prolongacién de una sola célula midis 1.5
mm. de longitud, lo que correspende a mas de 120 veces al didmetro del CUerpo
celular; esta larga prolongacién se dividia en dos ramas a 0.78 mm. del nicleo,
cada una con longitudes semejantes, de 0.68 mm. y de 0.60 mm.
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Resulta bastante comin descubrir células que emiten sendas prolongaciones
opuestas, Estamos entonces ante las dos posibilidades siguientes.

1) Se trata de una sola célula bipolar; su prolongacién mas larga y vigorosa
s capaz de crecer activamente, awmentando en longitud durante varios dias en
direccién centrifuga con relacién al fragmento matriz. La otra prolongacién,
en cambio, surge mas por estiramiento del protoplasma somético que por creci-
miento verdadero. Son células principales que se desplazan en los cultivos desde
el fragmente matriz hacia el medio, de la manera descrita por Hogue®1® y
Costero y Pomerat!? para las neuronas y los astrocitos en los cultivos de tejido
nervioso humano normal, En otras palabras, son células principales emigrantes
que se desprenden de los bordes del tejido explantado. Su forma bipolar es
transitoria pues, tan pronto como s¢ establecen en el cultivo y la emigracién
cesa, recogen en pocas horas su prolongacién centripeta y quedan sélo con la
centrifuga; todo el proceso de dicha retraccion fue registrado cinematografica-
mente. No s6lo se distinguen las dos prolongaciones de estas células emigrantes
por su estructura, su duracién y su curso diferentes, sino también por el lugar de
donde parten, ya que la prolongacién permanente nace casi siempre de la porcién
citoplismica del cuerpo celular, es decir, del polo opuesto al que contiene el
nicleo excéntrico,

2) Las dos prolongaciones que crecen en sentido opuesto son equivalentes y
pertenecen a diferentes células principales cuyos cuerpos estin tan préximos entre
si que resulta dificil reconocer sus limites, en ciertos casos aun usando prepara-
ciones coloreadas. El comportamiento posterior de estas células bipolares espurias
aclara con seguridad su doble composicién, ya que las células tienden a separarse
con el tiempo o, al menos, a sefialar sin dudas sus limites reciprocos.

En relacién con la forma de desarrollo de las células principales del tumor
carotideo que aparecen en los cultivos formando asociaciones, conviene sefialar
otra circunstancia que les es peculiar: la notable tendencia a que las prolonga-
ciones, originadas en células diferentes aunque vecinas inmediatas, se adosen inti-
mamente durante todo o gran parte de su trayecto. Si no se observa la imagen
con mucho interés, parece una sola célula con prolongaciones mucho mas vigo-
rosas que las demds. Analisis cuidadoso, observacién durante varios dias o regis-
tro cinematografico demuestran su composicién multicelular. Este adosamiento
de las prolongaciones es con frecuencia perfecto; solo a veces puede distinguirse
con ¢l contraste de fases, mejor afin con las impregnaciones argénticas, que la
prolongacién no es simple en ninguna parte de su trayecto; esto es, que se trata
de adosamiento y no de fusién. Pero en la mayoria de los casos debe esperarse a
que la evolucién natural del cultivo separe las células para comprobar la natu-
raleza fasciculada de la prolongacién comin.

Grupos celulares de mayor tamafio que los mencionados hasta ahora sobre-
viven rara vez en los cultivos. Sin embargo, los hay con més de 20 células de los
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que parten 4 o 6 troncos de prolongaciones en direcciones divergentes. Estas
agrupaciones representan lobulillos del tumor que se conservaron casi completos
en el medio de cultivo y nos volveremos a ocupar de ellos mas adelante. Son
como una especie de mintisculo fragmento matriz perfectamente conservado, y de
ellos se desprenden algunas células principales.

No podemos terminar la descripcién del comportamiento de las células prin-
cipales del quimiodectoma en los cultivos, sin mencionar que, cuando se registran
sus movimientos en peliculas cinematograficas impresionadas a la velocidad de 1
a 4 imdgenes por minuto se comprueba, por una parte, la falta de movimientos
activos de traslacién y, por otra parte, la existencia de contracciones pulsitiles.
S6lo en el momento de abandenar el fragmento matriz, las células principales
pueden desplazar lentamente el cuerpo celular, que contiene el niicleo, a lo largo
de la prolongacién centrifuga, en tanto desarrollan una prolongacién centripeta
transitoria que luego recogen, lo que les permite salirse al medio de cultivo. Otros
movimientos de reptacién semejantes a los descritos por Hogue? en las neuronas
se pueden ver también en algunas células principales cultivadas,

De especial interés son los movimientes pulsitiles que, en las células princi-
pales del quimiodectoma, son muy semejantes a los de la oligodendroglia (Canti,
Bland y Russell,’ Lumsden y Pomerat?). Parece que otras células neurogénicas
tienen también movimientos semejantes, aunque no tan intensos, en especial los
astrocitos del sistema nervioso central (Pomerat®) y las células de Schwann de
los nervios periféricos (Pomerat*). En el caso del quimiodectoma yuxtacaroti-
deo, los movimientos pulsitiles se desarrollan ritmicamente en el pelo protoplés-
mico del pericarion y no jalan de la prolongacién, como parece suceder en la
oligodendroglia, sino que desplazan el citoplasma somdtico hacia la expansion
inyectando en ella las mitocondrias y pequefias granulaciones, que asi las reco-
rren continuamente en direceién distal. Aparentemente la zona protoplasmica de
estructura granulosa, con [recuencia auréfila v de figura como estrellada que
ocupa gran parte del polo protoplasmico del cuerpo celular, actia como un
centro contrictil de la célula. Un analisis delicado de los movimientos pulsatiles
ritmicos de las células principales de los quimiodectomas merece més amplias
investigaciones.

CALULAS AMIBOIDEAS GRANULOSAS

Si las células principales del quimiodectoma yuxtacarotideo se reconocen fAcil-
mente en los cultivos in zitre, no sucede lo mismo con las células argentafines.
Del fragmento matriz emigran a veces importante niimero de células amiboideas
de gran tamafio, cargadas con granulaciones muy brillantes al contraste de fases
¥y aparentemente distintas de los macréfagos ordinarios. Estos, cargados de grasa,
pigmento hemitico u otras substancias de origen extracelular, son relativamente
escasos en los cultivos de tumor carotideo.
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Cualidades morfolégicas presentes en las células granulosas que les acercan a
las células argentafines son las siguientes:

a) Las granulaciones pueden impregnarse con soluciones amoniacales de
plata en condiciones semejantes a las de argentafinidad.

b) Los movimientos de traslacién son minimos, sobre todo si se comparan
con los movimientos de gesticulacién, que son intensos, variados y continuos.

¢) El polimorfismo es notable; tan pronto aparecen con granulaciones de
tamafio variable y formas pseudopddicas, como con endoplasma granuloso y exo-
plasma hialino repartido en prolongaciones miltiples y profusamente ramificadas,
o se muestran alargadas como células en bastoncito (Rio Hortega3?) o con formas
angulosas recordando las de los fibroblastos. Es posible que la falta de técnicas
adecuadas, en cuya blsqueda estamos ahora trabajando, no nos permita distin-
guir si entre estas células granulosas existen dos o mas variedades celulares.

d) Las células pseudopédicas emiten amplias membranas ondulantes pa-
recidas a las de los macréfagos ordinarios, mientras que las otras tres variedades
morfolégicas descritas se parecen mds, en las peliculas cinematograficas, a la
microglia y a las c¢lulas de los cultives de neurinoma (células tipo B de Anto-
ni%l) también presentes en los neurofibromas (Rio Hortega82).

Fizras BULBOSAS

La presencia de fasciculos de fibras largas, delgadas, con frecuencia monili-
formes, da a algunos de los cultivos de quimiodectoma clare parecido con los de
tejido nervioso. Dichas fibras nacen de células principales situadas en los bordes
del fragmento matriz y recorren considerables distancias. A diferencia de las fibras
nerviosas, las del quimiodectoma tienden a formar troncos gruesos por adosa-
miento de varias prolengaciones semejantes, segiin quedd explicado antes.

Discusién

Después de nuestro trabajo anterior! y de los resultados del cultivo in wvitro
del quimiodectoma yuxtacarotideo, parece inadecuado considerar al tumor como
formado por estructuras endocrinas.

Si las células argentafines segregan alguna substancia, si tal substancia inter-
viene en la funcién especifica del receptor, y cual sea su papel particular en caso
afirmativo, son problemas cuya solucién completard el conocimiento histofisiol-
gico del érgano sin alterar su naturaleza neurogénica.

La presencia de células principales esferoidales y apolares en el medio de
cultivo plantea la posibilidad de que existan también en el tumor, es decir, que
las células principales del quimiodectoma sean monopolares y apolares. Esta posi-
bilidad es dificil de comprobar en los cortes histolégicos, donde todas las células
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Pprincipales parecen monopolares; por ello nes parece més probable que las células
esféricas de los cultivos representen un artefacto, y pensamos que pudieron perder
su prolongacién durante las maniobras de la siembra,

Un hecho bien singular es el adosamiento de las prolongaciones: revisando los
cortes histolégicos, en los que nos pasé inadvertido, comprobamos que también en
ellos se produce con notable frecuencia. Las prolongaciones adosadas no se fun-
den ni se trenzan, sino que recorren largos trayectos paralelas entre si e intima-
mente ensambladas hasta parecer una sola fibra relativamente gruesa. Sin duda el
adosamiento de las prolongaciones contribuye también a formar largos fasciculos
translobulillares presentes en los cortes histolégicos de quimiodectoma.

Nunca hemos descubierto en los cultivos fibras nerviosas,

Los movimientos pulsatiles de las células principales cultivadas in vitro no
tienen interpretacion que nos parezea posible. Los semejantes de la oligodendro-
glia y de los anficitos han sido considerados por Pomerat® como “might afford an
important mechanism for the local movement and transport of the tissue juices
influencing the nutritional state of the axoplasm and for the maintenance of
optimal physicochemical conditions in the adjacent myelin sheat. The possibility
that amphycites in peripheral ganglia are actually oligodendroglia which may
also pulsate extends the suggestion that satellite cells may produce a massagging
effect of importance to the movement of metaholites in the area of the neuronal
perikaryon”. Puesto que las células quimiorrec: ptoras no abrazan a cilindroejes
ni a neuronas, como lo hacen oligodendroglia y anficitos, podria extenderse la
teorfa mecénica de Pomerat suponiendo que la pulsacion ritmica del cuerpo celu-
lar favorece en los quimiorreceptores las corrientes plasméticas en su prolongacién
que, por su exquisita sensibilidad a la hipoxia, debe necesitar de rédpido recambio
metabélico. Pero estas ideas no pasan por el momento de ser puramente especu-
lativas, ya que no tenemos atn confirmacién de lo que sucede a los movimientos
contrictiles in zivo.
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