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INTRODUCCION 

""-~ 

Cultivo «in vitro» de células 
procedentes de tumores 
mamarios: posibilidades y 
problemas metodológicos a la 
luz de nuestra experiencia* 

SUMMARY 

Present/y work is in progress to obtain an idoneous technique for primary 
culture of breast tumor cel/s because although this is the most frequent 
neoplasm in women, it shows great difficulties for the adaptation of the 
cells to growth cdn vitro», as we/1 as for cytogenetic studies. These inconve
nients arrive from the compact structure of this type of tumor and the nutri
tive requirement of cel/s out of the organism. To so/ve these problems stu
dies are focussed to obtaining 1} an adequate ce/lular disociation 2} an 
adequate culture substrate 3} an idoneous culture medium 4} a specific 
marker for these cultured tumoral cells. 
In our experience with 25 processed samp/es, growth was observed in 20 
cases. The morphology of the cells was predominantly epithelial with 
growth in colonies, variable nuclear size and large nucleo/i. 
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Las técnicas de cultivos celulares se han desarrolla
do desde principios de siglo 1 y han demostrado su utili
dad en diversos campos de la medicina. 2•3 Son muchos 
los tipos celulares que se han intentado adaptar a con
diciones de vida «in vitro••, pero no todos ellos respon
den de la misma manera, existiendo una gran heteroge
neidad en cuanto al rendimiento en cultivo, curvas de 
crecimiento, duración, etc. También son numerosos los 
tumores que se han conseguido mantener en cultivo «in 
vitro», pero tampoco muestran una respuesta común, 
puesto que mientras unas células tumorales crecen y 
se dividen con extrema facilidad e incluso sufren pérdi
da de la inhibición por contacto, 4 otras lo hacen dificil
mente y ni siquiera logran un crecimiento inicial satis
factorio.5 

Son varios los objetivos que se pretenden conseguir 
con los cultivos de células tumorales en general y de 
los tumores de mama en particular: 

1 . La obtención de un modelo experimental en con
diciones ambientales perfectamente contoladas 
que nos permita realizar diversos análisis biológi
cos. 

2. Comprender mejor tanto los procesos molecula
res de la carcinogénesis como las diferencias 
entre células normales, preneoplásicas y neoplá
sicas para que puedan ser implantados unos re
gímenes terapéuticos más adecuados y se pue
da realizar una mejor prevención. 

3. Identificar aquellos agentes que causan el cán
cer de modo que su exposición pueda ser minimi
zada. 
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4. Identificar los factores heredados o adquiridos 
que influyen en el riesgo individual de desarrollar 
un cáncer para que pueda ser iniciada una inter
vención apropiada. 

Con los cultivos se obtiene un método de estudio 
complementario al de la experimentación animal en el 
estudio de la carcinogénesis, ya que si bien en el orga
nismo animal se analiza el complicado proceso de la 
carcinogénesis en las interacciones multisistémicas 
propias de un organismo intacto, el modelo de cultivo 
«in vitro» tiene la ventaja de utilizar tejidos y células hu
manos y puede servir de puente entre los conocimientos 
adquiridos con la experimentación animal y su extrapo
lación a la patología humana. 

CONDICIONES DE CULTIVO 

El cultivo de células tumorales mamarias se inició en 
1937 por Cameron, 6 pero no fue hasta 1978 cuando 
Lasfargues y Ozzello publicaron la obtención del primer 
cultivo a largo plazo. 7 

Son muchas las dificultades técnicas existentes 
para la obtención de los cultivos de tumores mamarios 
tanto primarios (los que se obtienen directamente del 
tejido tumoral) como de larga duración, también llama
dos lineas celulares establecidas (aquellos cultivos 
que provienen de subcultivos de un cultivo primario y 
que se han adaptado a la vida en cultivo, reproducién
dose continuamente). 

Las principales dificultades metodológicas son: 

1. Lograr una adecuada disociación celular, ya que 
en su mayoría los tumores mamarios presentan 
una textura muy compacta que dificulta la actua
ción enzimática. 

2. Hallar un sustrato apropiado para la adhesión y 
proliferación de las células epiteliales que al mis
mo tiempo impida la masiva proliferación de fibro
blastos adyacentes. 8 

3. Conseguir un medio de cultivo idóneo que aporte 
los nutrientes necesarios para cubrir las necesi
dades específicas de estas células a sus nuevas 
y extrañas condiciones fuera del organismo vivo. 

4. Encontrar un marcador específico de las células 
tumorales cultivadas. 

DISOCIACION CELULAR 

Una buena disociación del tejido tumoral es funda
mental para la adhesión de las células a! sustrato y el 
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éxito del cultivo. Las células se obtienen a partir de tu
mores sólidos de mama por disgregación con distintos 
enzimas. El más empleado es la colagenasa, uWizado 
sólo8• 11 o mezclado con otros enzimas, como 
DNAasa, 12 hialuronidasa 13

· 15 y pronasa. 16 También son 
muy variados los tiempos de exposición a estos enzi
mas desde 24 horas, 1 0• 16 a 7 dias. 19 

SUSTRATO PARA EL CULTIVO 

En un esfuerzo por mejorar el rendimiento de los cul
tivos y lograr una menor presencia en ellos de células 
normales, tanto fibroblásticas como epiteliales, se han 
desarrollado diferentes técnicas consistentes en utili
zar distintos sustratos de materiales más afines a la 
superficie celular, 17 como, por ejemplo, geles de colá
geno, 18 agar19· 20 o matriz extracelular. 14 

De estos tres sistemas el más utilizado es el 
cultivo «in vitro» en agar semisólido. Este sistema viene 
siendo utilizado en un intento de mejorar el rendimiento 
de los cultivos 12•

21
· 22 y realizar ensayos clonogénicos, 

ya que es selectivo para el crecimiento tumoral. 23 El 
cultivo en agar semisólido ha sido utilizado para evaluar 
los receptores hormonales del tumor mamario, 24 tam
bién para realizar estudios de quimio-sensibilidad «in 
vitro», ya que se mantiene en él una buena correlación 
entre la sensibilidad a ciertas drogas y las respuestas 
clinicas de los pacientes, y puede llegar incluso a ser 
válido en un estudio prospectivo para probar nuevos 
agentes químicos para el tratamiento del cáncer ma
mario humanc. 24 

Otros autores han utilizado un sustrato naturalliama
do matriz extracelular (ECM) formado por membranas 
de células previamente adheridas al plástico del frasco 
de cultivo (por ejemplo, células endoteliales de la cór
nea) y luego rotas con triton X que dejan una fina capa 
membranosa sobre la cual se depositan las células del 
tumor mamario. 14 

MEDIOS DE CULTIVO 

Una tercera dificultad importante radica en encontrar 
el medio de cultivo adecuado. Los diferentes medios 
utilizados llegan a ser muy complejos. El medio de culti
vo más utilizado actualmente es una mezcla al 50 % de 
MEM y F12 suplementado con suero bovino fetal en 
concentración final del 1 -5 % al que se añaden facto
res que varían de unos autores a otros. Algunos de es-
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tos medios son muy complejos con la incorporación de 
insulina, factor de crecimiento epidérmico, triyodotiro
nina, hidrocortisona, toxina del cólera, fibronectina, fos
toetanolamina, ácido ascórbico, elementos traza, trans
ferrina, estradiol y AMP ciclico. 10 Estos autores incor
poran también medios condicionados por lineas celula
res establecidas de distintos orígenes, por ejemplo li
nea celular de intestino humano fetal Hs7 4 lnt y linea 
celular epitelial de vejiga H5767 81 o linea celular mioepi
telial humana Hs578 Bst. 25 Existe una cierta tendencia 
al desarrollo de los llamados «medios libres de suero, 
que implican la eliminación del suero bovino fetal de los 
medios de cultivo, ya que ésta es la única tracción de 
los mismos químicamente no conocida y controlada. La 
eliminación del suero implica la incorporación de muy 
distintos componentes que tratan de suplir los efectos 
estimuladores del crecimiento existentes en el suero 
bovino fetal. Se han elaborado distintos medios que se 
utilizan sin suero tanto para cultivos primarios 14 como 
para lineas establecidas. 25 

MARCADORES CELULARES 

Otra dificultad importante para la utilización de los 
cultivos primarios de células tumorales de mama viene 
siendo el identificar las poblaciones celulares que se 
hallan presentes en el cultivo y determinar las que son 
de naturaleza tumoral. Es dificil distinguir entre las cé
lulas del carcinoma y las células normales presentes 
en el cultivo, tales como son las células mioepiteliales y 
células endoteliales de los vasos. 10 Para resolver este 
problema que limita mucho las aplicaciones de los cul
tivos primarios de mama se ha intentado en primer lu
gar identificar por varios criterios las células epiteliales. 
Estas células muestran morfología organoide, marca
dores ultraestructurales, 13 queratina, 26 fibronectina 
asociada a la célula 26 y antígenos epiteliales mama
rios. 8 No obstante, persiste el problema todavía no re
suelto de encontrar un marcador tumoral especifico 
para células tumorales mamarias humanas creciendo 
«in vitro••, ya que los anteriormente citados aparecen 
tanto en las células epiteliales tumorales como en las 
normales del tejido adyacente al tumor. El disponer de 
un marcador tumoral especifico seria fundamental para 
poder establecer el porcentaje de células tumorales en 
el cultivo; en principio se pensó que todas las células 
epiteliales obtenidas a partir de un carcinoma mamario 
eran células tumorales_27 Sin embargo, existe la posibi
lidad de una contaminación por células epiteliales de 

tejido normal mamario que para algunos autores alcan
zaría alrededor de un 1 O% como minimo. 14 

LINEAS CELULARES ESTABLECIDAS 

Las lineas celulares de tumor de mama son necesa
rias en la investigación del cáncer mamario, pero se 
han podido establecer muy pocas. En este campo se 
han obtenido mejores resultados con células proce
dentes de efusiones metastásicas, ya que tienen la 
ventaja de aportar gran número de células tumorales 
viables con muy pocos tibroblastos normales. 28 En la 
tabla 1 se indican las lineas celulares catalogadas por la 
ATCC y se especifica el tejido de obtención de la linea, 
indicando cuáles proceden de tejido mamario normal, 
tejido tibroquistico, carcinoma primario o efusiones 
pleurales. Las lineas celulares establecidas han podido 
ser bien caracterizadas citogenéticamente, siendo en 
su mayoría aneuploides. 29• 30 

.CULTIVOS PRIMARIOS 

A pesar de ser cada vez más numerosas las publica
ciones en el campo de los cultivos primarios de tumo
res sólidos mamarios no se ha conseguido el rendi
miento óptimo tanto a nivel del número de células obte
nidas (que normalmente es pobre y con viabilidad baja), 
como del mantenimiento del cultivo. El número de mito
sis simultáneas en el cultivo suele ser bajo y muchas 
veces insuficiente para realizar un buen estudio citoge
nético, ya que las mitosis obtenidas no son general
mente de buena calidad para permitir realizar técnicas 
de bandeado. En este sentido, y debido a estas dificul
tades, hay un marcado contraste entre los datos obte
nidos por los análisis citogenéticos y los resultantes 
del estudio del contenido en ADN por técnicas de foto
metría de flujo. 31 Esta disconformidad puede ser debida 
al bajo número de mitosis generalmente obtenido y que 
además presentan una gran heterogeneidad tanto con 
respecto al número de cromosomas como al número de 
marcadores; mientras que la citometría de flujo permite 
el estudio de un gran número de células que puede re
sultar mucho más representativo, sí bien no aporta el 
conocimiento cualitativo de las anomalías cromosómi
cas que se han podido producir en el tumor. 

A pesar de todas estas dificultades se sigue traba
jando en la obtención de técnicas de cultivo primario 
más adecuadas, ya que el carcinoma de mama sigue 
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TABLA 1 

LISTADO DE LAS LINEAS CELULARES ESTABLECIDAS A PARTIR DEL TEJIDO MAMARIO NORMAL Y TUMORAL 

Denominación N.o ATCC Procedencia 

BT-483 ATCC HTB 121 Carcinoma ductal infil-
trante 

BT-549 ATCC HTB 122 Carcinoma ductal infil-
trante 

DH-4475 ATCC HTB 123 Tumor mamario 
Hs 578 T ATCC HTB 126 Carcinoma ductal 
MDA-MB-330 ATCC HTB 127 Efusión pleural de car-

cinoma de mama in-
filtrante 

MDA-MB-415 ATCC HTB 128 Efusión pleural de ade-
nocarcinoma invasi-
vo de mama 

MDA-MB-4355 ATCC HTB 129 Efusión pleural de ade-
nocarcinoma ductal 
de mama 

MDA-MB-436 ATCC HTB 130 Efusión pleural de ade-
nocarcinoma de mama 

MDA-MB-453 ATCC HTB 131 Efusión pleural de car-
cinoma de mama 

MDA-MB-468 ATCC HTB 132 Efusión pleural de ade-
nocarcinoma de mama 

T-47 D ATCC HTB 133 Efusión pleural de ade-
nocarcinoma ductal 
infiltrante de mama 

HBL-100 ATCC HTB 124 Secreción láctea 
Hs 578 Bst ATCC HTB 125 Tejido mamario normal 

sin estar bien caracterizado citogenéticamente por las 
dificultades antes mencionadas y a que debido a la 
compacta textura del tejido la obtención del cariotipo 
por prueba directa a partir del tumor es también muy di
ficil.32 Los cultivos primarios tienen la ventaja sobre las 
líneas establecidas de presentar características esta
bles y similares al tejido original (cariotipo, enzi
mas, etc.), ya que en las lineas establecidas se produ
ce una inestabilidad debido, entre otras causas, a la 
heterogeneidad de la población inicial, lo que hace que 
tras los primeros subcultivos aparezca una constitu
ción cromosómica aneuploide, como ya habíamos co
mentado. En este sentido se está trabajando también 
en la obtención de cultivos primarios de tejidos mama
rios humanos normales, que servirían d~ control para 
los tumorales. 14 Se han obtenido algunas líneas celula
res procedentes de este tipo de tejidos, así como de te
jido mamario fibroquístico. 11 
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Tratamiento Morfologia Tumorigénico 

Sin especificar Epiteliales Si 
Pleomórfica 

Sin especificar Epitelial y cel. gi-
gantes multinu-
cleadas 

Quimioterapia Suspensión Si 
Radioterapia Epitelial Si 
Radioterapia Epitelial No 

Radioterapia Epitelial No 

No Fusiforme No 

Radioterapia Pleomórfico con cé- No 
Quimioterapia lulas multinuclea-

das 
Radioterapia Epitelial No 

Quimioterapia 
Radioterapia Epitelial Si 

Quimioterapia 
Sin especificar Epitelial ? 

No Epitelial No 
Radioterapia Fibroblástica No 

NUESTRA EXPERIENCIA 

Con vistas a adecuar la técnica de cultivo de tumor 
mamario, en nuestro laboratorio se han procesado has
ta el momento un total de 25 muestras de tumor mama
rio procedentes de material de biopsias extemporá
neas. 

Al iniciar la experiencia nuestro interés radicaba so
bre todo en adaptar una técnica de cultivo que permitie
ra obtener un crecimiento celular suficiente para reali
zar estudios citogenéticos, para lo cual se necesita ob
tener un número suficiente de mitosis, y, lo que es más 
importante, que la calidad de las mitosis permita reali
zar técnicas de bandeado para posterior identificación 
de las anomalías cromosómicas que existen en el tu
mor. 

De nuestra experiencia personal, obtenemos las si
guientes conclusiones: 
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1. Es necesario prevenir una contaminación inicial 
por microorganismos. Para ello la toma de mues
tras se realizó en medio de cultivo conteniendo 
penicilina, estreptomicina y gentamicina y des
pués de trocear la pieza se efectuaron varios la
vados con solución salina con antibióticos. 

2. Respecto a la duración del tratamiento enzimáti
co se han probado distintos tiempos de incuba
ción con colagenasa tipo 11 a concentración de 
2 gr disueltos en 100 mi de medio de cultivo com
pleto y trazas de DNAsa. En nuestra experiencia 
la incubación adecuada es de 2 a 5 horas, de
pendiendo de la textura del tumor. Con tiempos 
de actuación más prolongados se consiguieron 
un mayor número de células aisladas, pero con 
una viabilidad menor, lo que va en detrimento del 
rendimiento posterior del cultivo. También se han 
obtenido mejores resultados utilizando para la in
cubación medio con SBF y L-glutamina que con 
la utilización de medio libre de suero. 

3. Tras probar distintos medios de cultivo se ha op
tado por utilizar el medio MEM-F12 (1 :1 ), que ha 
dado mejores resultados que los medios MEM, 
RPMI y F1 2. Este medio ha sido suplementado 
con el SBF a concentración del 5 %, ya que en 
menor cantidad las células se quedan estabiliza
das sin multiplicarse y cantidades superiores pa
recen inhibir el crecimiento celular. Este medio se 
ha suplementado con determinadas sustancias, 
tales como factor de crecimiento epidérmico y 
endotelial, insulina, transferrina, selenita sódico, 
medio condicionado por líneas celulares de 
mama, etc. La incorporación de estos factores en 
nuestro caso no ha supuesto ninguna mejora en 
el rendimiento del cultivo. 

4. La elección del momento de sacrificio del cultivo 
depende de la observación directa del mismo 
para conocer el momento de mayor índice mitóti
co. En nuestra experiencia el sacrificio se ha rea
lizado entre las 24 horas y los 21 días, obtenién
dose el mayor número de mitosis en los cultivos 
sacrificados entre los 3 y 6 días de la siembra. 
También se han conseguido mejores resultados 
al sacrificar los cultivos primarios antes de reali
zarse los subcultivos, ya que estas células so
portan mal el tratamiento con tripsina y los fibro
blastos pueden llegar a invadir el cultivo. 

Del total de las 25 muestras procesadas, en 20 hubo 
crecimiento de células tumorales. La morfología de es
tas células ha sido muy heterogénea, predominando las 

Fig. 1. Cultivo procedente de tumor de mama, a los 3 dias de la 
siembra. Las células presentan forma epitelial con núcleos de 
tamaño variable (20x). 

de apariencia epitelial (fig. 1 ), con crecimiento en pla
cas o colonias (fig. 2) que van aumentando en número 
de células, si bien éstas no llegan a confluir en mono
capa. En algunos cultivos, sin embargo, las células te
nían formas redondeadas o alargadas con citoplasmas 
muy densos, que también crecían en forma de placa o 
colonia. 

Fig. 2. Cultivo de células procedente de tumor de mama a los 
5 días de la siembra, mostrando crecimiento en colonia. Algu
nas células presentan varios núcleos (20x). 
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Común a todos los cultivos fue la presencia de nu
cleolos prominentes y de células bi o multinucleadas, 
asi como la gran variación en el tamaño de los núcleos. 

APLICACIONES Y PERSPECTIVAS 

Las aplicaciones de los cultivos primarios de tumores 
de mama son, como anteriormente hemos expuesto, 
muy variadas. Actualmente están siendo encaminados 
principalmente a la obtención del cariotipo para estu
dios citogenéticos, por las dificultades antes expues
tas de realizar estos estudios por prueba directa debido 
a la gran complejidad de la técnica; otra importante via 
de estudio con estos cultivos es la de realizar estudios 
metabólicos principalmente encaminados al conoci
miento del mecanismo hormonal de estas células tu
morales. También se aplican para estudios de biología 
molecular orientados a la localización de oncogenes o 
de genes alterados. Y por último es de destacar su utili
zación para realizar ensayos terapéuticos tanto de las 
drogas actualmente utilizadas en el tratamiento del 
cáncer mamario como con un carácter prospectivo de 
drogas nuevas que puedan mostrar un efecto citotóxico 
menor. Estos datos serian de una gran importancia clí-
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RESUMEN 
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