Estudios experimentales en células
cultivadas del Linfoma de Burkitt *

INTRODUCCION

La descripcién de tumor de Bur-
kitt en el Africa, por Burkitt en 1958°
y O'Conor en 1961* desperté gran
atencién por su peculiar distribu-
cién geogrdfica, ya que esta hizo
sospechar que la enfermedad fuera
debida a un factor infeccioso ircms-
mitido posiblemente por un artro-
podo. La demostracién hecha por
Epstein y Barr, de particulas virales
en biopsias de casos africanos® y de
Nueva Guinea* en los afios de 1964
y 1967 respectivamente, contribuyé
a que muchos estudios experimenta-
les relacionados con el cdncer se fo-
calizaran en este tumor. A partir del
afo de 1964 estos virus se denomi-
naron de Epstein y Bearr o virus EB,
en honor a los descubridores. En el
mismo afio Pulvertaft® consiguié es-
tablecer cultivos celulares de biop-
sias de un caso africano en las cuo-
les se descubrieron los mismos virus.
Los cultivos celulares sirvieron de
base para diversos estudios inmuno-
16gicos como los hechos por Henle y
colaboradores en 1966 ¢ quienes com-
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probaron que los virug presentes en
las células induciom la formacién de
antigenos especificos, los cuales no
tenfan reacciones cruzadas con nin-
gun tipo conocido de virus Herpes,
con los cuales fueron relacionados
los virug EB.

En el afio de 1967 Klein y colabo-
radores ' demostraron la sintesis de
ofro antigeno dependiente de‘las cé-
lulas tumorales v no de los virus
formados en ella pero también es-
pecifico de lg enfermedad.

Otro importomte hallazgo fue he-
cho por Henle en el afio de 1968° ol
descubrir la relacién entre el virus
EB y la mononucleosis infecciosa.
Desde el establecimiento de los pri-
meros cultivos celulares a 37°C, se
vio que solamente del 0.5% al 10%
de las células tenfon virus, Para re-
solver la dificultad que esto impli-
caba en su purificacién, Hinuma y
sus colaboradores en el afio de 1967 °
experimentaron sobre los efectos de
diversas temperaturas en la sintesis
del virus. Comprobaron que a 33°C
v bajo condiciones de desnutricién
total se observaba sintesis viral en
un 30% o 409 de células. La pre-
sencia de los virus se establecié por
microscopla electrénica™ y técnicas
inmunofluorescentes para el antige-
no descrito por los Henle.
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La descripcién de casos de tumor
de Burkitt en Colombia por Beltrdn
y Correa™ y* en el afio de 1966 y
en el Brasil por Fagundes en 1968 ™
permitié iniciar estudios biolégicos
tendientes a comprobar en pacientes
Latinoamericanos con tumor de Bur-
kitt, la presenciq de virus similares
a los descritos en los casos africanos.

En el presente trabajo se plantean
los siguientes interrogantes:

1. ¢Qué tipo de alteracién me-
tabdlica sufren las células de este
tumor cuando son cultivadas a 33°C?
{Serdn sus caracteristicas inmunolé-
gicas iguales a las observadas en
los cultivos montenidos « 37°C?

2. {¢Contienen los tumores de Bur-
kitt colombianos virus EB y reaccio-
nan sus cultivos celulares en forma
similar « los africanos, ante el cam-
bio de tempercatura?

MATERIAL Y METODOS
Células Africanas

Se usé la linea celular HRIK de-
rivada por Hinuma® de los cultivos
establecidos por Pulvertaft®, Como
medio de cultivo se empleé MEM
(Minimun Esential Medium de Eagle)*
suplementando con un 209% de suero
fetal de ternero y 20 ug de L-serina,
100 ug de piruvato de sodio, 100 ug
de estreptomicina, 100 unidades de
penicilina por ml. Esta mezcla se
denominé MMEM. Las células ‘se
incubaron en concentraciones de
1.000.000 por ml. a 37° y 33°C en
una incubadora' marcg National. El

crecimiento celular se controlé cada
2 o 3 dias por medio de recuentos
Yy coloracién con azul de tripano. Se
le administré en nuevo medio de cul-
tivo los mismos intervalos de tiempo,
a las células a 37°. En lo referente
a las técnicas inmunofluorescentes,
los frotis celulares se prepararon en
la siguiente forma:

1. Se lavaron las células con PBS .
(Tampén Fosfato Salino) o un pH
de 7.2.

2. Se centrifugé el material a 1000
rpm. por 10 minutos y el sedimen-
to se disolvié en el mismo tampén,
en concentraciones de 500.000 y
1.000.000 de células en volimenes de
0.2 ml

3. Se colocaron gotas del mismo
material sobre ldminas de vidrio y
se fijaron en acetona durante 10 mi-
nutos después de haberlas secado
a tempeartura ambiente.

-

4. Las células se colorearon con
isotiocinato de fluoresceina combi-
nado con suero especifico (1;10), por
medio del método directo, En algunos
experimentos se siguibé el método in-
directo pera el estudio de lg inmuno-
globulinas G y M, por medio del
uso de suero de carnero antthumano
como segundo reactivo.

En cada lémina se contaron en-
tre 500 y 700 células uséndose tom-
to la luz ultravioleta como blan-
ca. El porcentaje de células positivas
se calculé dividiendo el ntimero de
células fluorescentes por el niimero
total de células examinadas.
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Células Colombianas
Casos clinicos.

Caso N® 1 En un nifio de 4 afios, natu-
ral y procedente de Sogamoso, consulté a
una Institucién hospitalaria por presentar
una masa de 8 x 5 cms. en la regién sub-
maxilar izquierda. El tumor tenia 3 meses
de evolucién y era de rapido crecimiento.
Una biopsia del mismo se diagnosticé como
lifoma de Burkittt. No se encontraron celu-
las inmaduras en sangre periférica. El pa-
ciente fue tratado con radioterapia sobre la
zona tumoral y metotrexate. Poco antes
de su muerte presentd ictericia obstructiva.
La auptosia revelé un tumor retroperito-
neal de 20 x 15 x 15 cms. el cual reem-
plazaba la casi totalidad del pancreas y
comprimia el hilio hepético. (Fot. 1). Tam-
bién se encontrd infiltracién tumoral en
ambos rifiones.

Del tumor retroperitoneal se extrajo te-
jido para cultivos celulares y estudios al
microscopio electrénico.

Caso N? 2. Una nifia de 6 afios de edad,
natural y procedente de Bogota, consuté a
su médico por presentar adenopatias cer-
vicales de 2 meses de evolucién. Le receta-
ron antibifticos y drogas anti-inflamato-
rias. Dos meses méas tarde presenté6 una
masa en la regién cervical derecha de 7
x 5 ecms. El examen fisico revel6 otra masa
en la regién pélvica. Se le hizo una lapa-
rotomia exploradora, encontrandosele un
tumor de 6 cms. en el ovario derecho y
compromiso tumoral del izquierdo. Se le
practicé ooforectomia bilateral y biopsia de
la masa cervical. Del tumor ovarico dere-
cho se extrajo tejido para cultivos celula-
res y microscopia electrénica. El examen
histopatolégico de los tejidos revelé un lin-
foma de Burkitt. No se encontraron células
inmaduras en sangre periférica.

La paciente fue tratada con radioterapia
y ciclofosfamida sin éxito. Falleci6 en insu-
ficiencia respiratoria y no se le practicé
autopsia.

Establecimiento de log cultivos celu-
lares.

Los tejidos extraidos bajo condicio-
nes asépticas se lavaron en CMF-
PBS (Tampén Fosfato Salino libre de
Calcio y Magnesio). Fueron reduci-
dos a fragmentos de 1 mm, y digeri-
dos con tripsina segtin lg técnica de
Merchant, Kahn y Murphy. *

Las células asi obtenidas se incu-
baron en frascos MA de Microbiolo-
gical Associates, en concentraciones
que variaron entre 250.000 y 500.000
por ml. de MEMEM, « 37°C. Fl creci-
miento celular se controlé en la for-
ma ya mencionada y una vez esta-
blecida la cepa celular, se procedié
a cultivar parte de ella a 33°C.

Microscopia electrénica

Los cultives se estudiaron con in-
tervalos de 3 dias. Biopsias y culti-
vos se fijaron en glutaraldehido * di-
suelto en solucién salina de Honk ™
en una concentracién del 3%, a 4°C
y duronte 5 horas. Se usé tetréxido
de osmio® como post-fijador, en con-
centracién del 2% en la misma solu-
cién salina v bajo condicioneés simi-
lares a las del gluteraldehido. Los te-
jidos fueron deshidratados segtin las
técnicas. descritas para microscopia
electrénica™ e incluidos en Epon-
Araldita segtin el método de Mollen-
hauer®. Los cortes se llevaron a ca-
bo en un ultramicrotomo MT2 Porter-
Blum y el material obtenido, exten-
dido sobre rejillas recubiertas de co-
lodién, se impregné con acetato de
uranilo™ y citrato de plomo®. Los
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tejidos fueron examinados en un mi-
croscopio electrénico JEM 7A con un
voligje de aceleracién de 80 kilovol-
tos.

RESULTADOS
Células Africanas.

Un 8% de las células incubadas a
37°C presentaron inmunofluorescen-
cia positiva para el antigeno de
Henle (o sea la sintesis de Virus).

El 909% de las célulaos a estq tem-
peratura, estaban vivas. Estas cifras
fueron consideradas como las del
tiempo 0, al inicio de los experimen-
tos. Los cultives a 33°C presentaron
un continuo aumento del ntimero de
células fluorescentes, las cuales fue-
ron un 38% del total al octavo dia.
Por el contrario, el porcentaje de cé-
lulas vivas descendié hasta alcanzar
niveles del 35% en el mismo dia.

En estq fase, la fluorescencia celu-
lor era de tipo difuso, observéndose
temto alrededor del ntcleo como del
citoplasma de la célula. Los bordes
celulares eran fdcilmente identifica-
bles sin que se observara un efecto
citopdtico generalizado (Fotos 2 y 3).

Las células inmunofluorescentes as-
cendieron hasta el 409% en el dia 14
del experimento, siendo las células
vivas apenas el 28% del total. La
inmunofluorescencia observada era
md&s del tipo puntiforme aunque no
bien delimitada. Las células mostra-
ron avanzado estado de citélisis, ca-
racterizado por bordes nucleares v
citoplasmdticos borrosos y una alta
transparencia celular (Fots, 4 v 5).

Los hallazgos de Hinuma® se con-
firmaron en esta forma.

Con el propésitc de determinar si
alguna de estas células se adapta-
ban a las nuevas condiciones de cre-
cimiento (33°C) y estudiar sus carac-
teristicas inmunolégicas, se inicié la
nueva fase del experimento, Las mis-
mas células fueron centrifugadas a
bajas revoluciones (1000 rpm. por 10
minutos), los sedimentos celulares la-
vados en la forma descrita en mate-
rial y métodos v los nuevos cultivos
alimentados con MEMEM. Se mantu-
vo la misma temperatura del cultivo
(33°C) y su crecimiento y sintesis vi-
ral se controlaron con intervalos de
4 dias, durante 130 dias.

En el dia 70 las células comenza-

ron a presentar evidencias de adap-

tacién a sus condiciones ambienta-
les (33°C). El porcentaje de células
vivas fue del 80% y el de células in-
munoflucrescentes positivas del 8, en
el dia 97 del experimento, En el dia
106, la positividad para inmunofluo-
rescencia descendié al 109% v las cé-
lulas vivas representaron el 88% del
total. (Grdf. 1). Como se trataba de
una cepa celular libre de virus (ne-
gativa para las téenicas inmunofluo-
rescentes que determinaron el anti-
geno de Henle® se lg denominé JOS
con el propésito de diferenciarla de
la cepa ~riginal HRIK de Hinuma'
Se pensé entonces en invertir las
condiciones del experimento y culti-
var parte de las nuevas células adap-
tadas, a 37°C. Estas células se de-
nominaron J-116 (37°C) parg dife-
renciarlas de las de JOS (33°).



LINFOMA DE BURKITT --PRODUCCION DE
UNA LINEA CELULAR LIBRE DE VIRUS.
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Griafico 1
Sobre el borde izquierdo se anotan los porcentajes de las células vivas (viables). La
linea inferior marca los dias de duracién de- los cultivos. La linea continua indica
el nimero de células vivas y la de rayas el numero de células fluorescentes o sea
con virus. Se nota que el nivel mds alto de inmunofluorescencia corresponde a uno
de los porcentajes mds bajos de células vivas.
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Diversos experimentos tendientes a
inducir sintesis de virus EB por parte
de las nuevas células demostraron
la incapacidad de éstas para hacer-
lo.

En sus estudios, Hinuma ® asf como
Henle® comprobaron que las células
HRIK producen solamente inmuno-
globulina M (IgM). Pensando en una
posible relacién entre la sintesis viral
y la produccién de ciertas inmuno-
globulinas, se estudié si las células
JOS (33°C) asi como las J-116 (37°C)
continuaban presentando  aquellas
caracteristicas. Se iniciaron cultivos
en idénticas condiciones, de todas las
células mencionadas, las cuales se
controlaron del dia 0 ol 10.

Las células HRIK fueron negativas
para IgG v positivas para IgM la
cual alcanzé su nivel mdximo en el
dia 3 (10.9%).

Las células JOS presentaron cltos
niveles de IgG desde el dia 0, con un
marcado cqumento en el dia 3 (64.3%)
y descenso continuo a partir de dicho
dic hasta el dig 10 (9.8%). Los ni-
veles de IgM fueron siempre mdés al-
tos que en las células HRIK aungque
también descendieron progresiva-
mente durante todas las fases del
experimento (64.2%) en el dia 0 y
11.1% en el dia 10).

Lo mismo se observé en las cé-
lulas J-116 aunque los porcentajes
de ambas inmunoglobulinas fueron
siempre mds dltos en las células in-

cubadas a la temperatura mds baja
(JOS). (Gr&f. 2).

Llamé la atencién el continuo des-
censo de las inmunoglobulinas du-
rante los diversos dias de la experi-
mentacién y aungue no se observa-
ron virus, se pensé que podria ser
una consecuencia de cambios sufri-
dos por las células los cuales pre-
cederian a la sintesis viral.

Con esto en mente, se experimen-
t6 sobre el efecto de la infeccién del
virus EB, a 37°C y 33°C, en las cé-
lulas JOS y J-116. Se usé como con-
trol la cepa celular 64-10 establecida
por Iwakata y Grace en 1964% de
una leucemic mielobldstica, Estas cé-
lulas se escogieron por su probada
capacidad de ser infectadas con el
virug EB. *

Las células 64-10 con y sin virus
EB, fueron negativas para IgG du-
rante todo el experimento y en las
dos temperaturas. Sus niveles de
fluorescencia, indicatives de la in-
feccién de virus EB, fueron mds al-
tos a 33°C. Los datos recogidos tem-
to de las células JOS como de las
J-116 demostraron claramente que la
temperatura mdés baja (33°C) aqumen-
ta la sintesis de virus. De estos datos
también se pudo concluir que la sin-
tesis de IgG ocurria en forma inver-
sa a la sintesis viral. Las células sin
virus EB (sEB), presentoron siempre
niveles de IgG sensiblemente més al-
tos que los de las células infectadas.

A partir del dia 7 no fue posible
estudiar la IgG por causa de sus ba-
jos niveles (Grdf. 3).
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PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS EN VARIAS LINEAS CELULARES

HRIK JOSR2K ]-1186

DIA . IGG IGM IGG 1IGM IGG IGM
0 0% 3.7% 40.9% 64.2% 8.0% 10.6%
3 0% 10.9% 64.3% 47.3% 28.7% 44 5%
5 0% No Detect. 53.29% 20.4% 44 0% 25.8%
7 0% " 19.2% 23.9% 15.2% 6.8%

10 0% " " 9.8% 11.1% 11.5% 26.2%

N° 2. Resume la produccién de inmunoglobulinas en las diversas lineas
celulares estudiadas.

HRIK: Clona de Hinuma derivada del linfoma de Burkitt.
JOS: Linea celular derivada de la HRIK y mantenida a 33°C.
I-116: Corresponde a la linea celular JOS cultivada a 37°C.

Se observa que tanto la JOS como la J-116 sintetizan IgG, hecho que las
diferencia de las células que las originaron (HR1K). También sus niveles
de IGM son sensiblemente mds dltos.

INFECTIVIDAD DE VIRUS DE BURKITT EN TEMPERATURAS DIVERSAS

37°C 33°C
4 DIAS 7 DIAS 4 DIAS 7 DIAS
LF. 1IGG I. F. IGG I.F. I.F. IGG I. F.
64-10 cEB 13.7%  0.0% 5.5% — 17.0% 0.0% 18.3% —
64-10 s EB  0.09% 0.0% 0.09% — 0.0% 0.0% 0.0% —
JOS c EB  13.0%  4.4% 13.6% — 46.79% 10.49% 20.7% —
JOSsEB  0.09% 16.9% 0.09 — 0.0% 30.9% 0.0% —
J-116 c EB 28.1%  7.8%% 22.59% — 46.3%  8.7% 25.7% —
J-116 s EB 0.09% 24.1% 0.0% — 0.0% 44.7% 0.0% —

N¢ 3. Resume la infectividad del virus EB a 37°C y 33°C.
Las célulos 64-10 (leucemia mielobléstica) se usaron como control.

Los daios indican fendémenos de competencia entre la sintesis de IgG v la
infeccién por virus. También se puede observar que la temperatura
mds baja aumenta la concentracién de los virus.

I F. Inmunofluorescencia indicativa de infeccién viral

1gG. Porcentaje de inmunoglobulina G en las célulos infectadas.
cEB. Células infectadas con virus EB.

sEB. Células no infectadas.
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Células colombianas

Los hallazgos morfolégicos fueron
similares en ambos casos.

La microscopia de luz mostrd el
cuadro tipico de linfoma de Burkitt.

Las células eron redondas, con na-
cleos ovoides y nucleolos prominen-
tes. El citoplasma era moderadamen-
te basdfilo. En medio de las células
tumorales se vieron numerosos his-
tiocitos no neopldsicos. El conjunto
presenté el llamado cuadro del cielo
estrellado (Foto 6).

Al microscopio electrénico se en-
contr6 que el tumor estaba com-
puesto por células con nfcleos re-
dondos u ovales que presentaban
nucleolos en nfimero de 2 o 3 y con
abundante eucromatina. Log cito-
plasmas mostraron mitocondrias alar-
gadas o redondas, generalmente po-
larizadas en un extremo de la cé-
lula. E] reticulo endoplasmdtico era
escaso o cusente y se vieron abun-
domtes poliribosomas libres en el ci-
toplasma celular. En este ltimo se
observaron también numerosas va-
cuolas asf como vesiculas y tibulos
caracteristicos de aparatos de Golgi.

No se encontré reticulo endoplas-
mdtico liso. (Fotos 7, 8, 9). Estas cé-
lulas se clasificaron como del tipo
linforeticular indiferenciado. En los
dos casos se encontraron virus de
forma ctbica. Algunos con sus cap-
sides vacias, otros con nucleoides
densos impregnados con uranilo lo
cual comprobé su composicién por

DNA. Estos virus midieron en prome-
dio 120 milimicras.

Se estudié e] crecimiento de estos
virus en cultivos celulares. Los del
caso N? 1 se descartaron por conta-
minacién bacteriona. Los del caso
Ne 2 crecieron satisfactoriamente y
fueron mantenidos vivos durante 95
dias. A 37°C se vio sintesis intra-
nuclear de los virus y maduracién
posterior de los mismos en el cito-
plasma celular. Alli se rodearon de
membranas sintetizadas por la célulq,
pcara ser posteriormente tramsporta-
dos en el interior de vesiculas hasta
los bordes citoplasmdticos para su
posterior eliminacién en el espacio
exterior. Todo este proceso se pre-
senté entre los dias 6 y 10 del cul-
tivo (Fotog 10, 11, 12).

A 33°C las células reaccionaron
en forma similar a sus homdlogas
africanas. A pertir del dia 12 se notd
aumento en el nimero de particulas
virales intracelulares. Este se correla-
ciondé con severos fendmenos dege-
nerativos indicativos de muerte ce-
lular, Tanto los niicleos como los ci-
toplasmas se volvieron casi transpa-
rentes noténdose en los Gltimos de-
generacién mitocondrial, ausencia de
ribosomas y numerosas vesiculas.
Otras células mostraron disolucién
de las membranas nucleares v extra-
vasacién de material nuclear al cito-
plasma. En la membrana celular se
vieron digitaciones prominentes ca-

racteristicas de fendémenos citopdti-
cos (Fotos 13, 14, 15).



Fig. 2 — Células cultivadas del tumor estudiadas
por la técmica de anticuerpos fluorescentes es-
pecificos para el antigeno de Henle (indicativo
de la sintesis de virus EB.). La fluorescencia es
difusa v ocasionalmente puntiforme. Los bordes
celulares son mitidos. Se pueden ver bandas bri-
llantes en células parcialmente fluorescentes.
Dia 8 del cultivo a 33°C de las células africanas.
x 400.

Fig. 1 — Caso Colombiano N°¢ 1. Se puede ob-
servar la cara imferior del higado sobre la parte
izquierda, El duodeno estd abierto y presenta
un nédulo tumoral. A la derecha de este se ve
el colédoco dilatado. El corte corresponde al tu-
mor que infiltra la mayor parte del pdncreas.



Fig. 3 — Dia 8 del cultivo a 33°C de las células
africanas. x 400.

Fig. 5 — Se ve una de las células de la fase

anterior con un mayor aumento. Noétese los bor-

des borrosos tanto del citoplasma como del ni-

cleo. Dia 14 del cultivo®a 33°C de las células
africanas, x 1000.

Fig. 4 — La fluorescencia es difusa. Llama la
atencién que las células tienen bordes borrosos
y en algunas dreas som casi iramsparentes, pre-
sentando avanzado estado citopdtico. Dia 14 del
cultivo a 33°C de las células africanas. x 400.

Fig. 6 — Fotografia a un bajo aumento del corte
de la biopsia del caso N° 2. El aspecto morfolé-
gico del caso N° 1 es similar a este. El cuadro
es muy monomdrfico. Las células tumorales
presentan nicleos redondos. Entre ellas se ven
abundantes histiocitos mo mneopldsicos. Este as-
pecto corresponde al llamado cielo estrellado que
se ve en esta enfermedad aunque mo es patog-
noménico de ella.




Foto 7

Fotografia al microscopio electrénico de la biopsia del caso colombiano N* 1. Se

observa una buena relacién nucleo-citoplasmdtica. Los nucleos son ovales y com-

puestos por eucromatina. Nétense 3 nucleolos en una célula, En el citoplasma no se

observa reticulo-endoplasmatico. Las zonas de sintesis proteica estan representadas

por numerosos poliribosomas libres. Nétense mitocondrias localizadas sobre uno de

los polos de la célula. También se ven las vesiculas. x 4700. N: nicleo, C: citoplasma.
M: mitocondrias



Foto 8

Corresponde a las mismas células de la fotografia anterior. En la parte central se
ven los tubulos y vesiculas caracteristicos del sistema de Golgi. En la parte superior
se ven membranas citoplasmaticas libres de ribosomas. x 2100. C: Sistema de Golgi.



Foto 9

Corresponde a las mismas células de las fotografias anteriores. A la izquierda se ve

el nucleo con sus membranas bien definidas, las cuales presentan ocasionales pro-

yecciones hacia el citoplasma. Se ven diversos sistemas de Golgi y mitocondrias. Los

poliribosomas son abundantes. x 9500. C: Sistema de Golgi. M: mitocondrias. N: ntcleo.
C: citoplasma.



Foto 10

Corresponde al caso colombiano N°* 2. a 37° C. En el nucleolo se notan diversas
particulas virales de forma ctibica. Algunas de ellas empiezan a formar nucleoides
centrales (DNA). Otras presentan bordes todavia borrosos. x 10500. N: nticleo. V: virus.



Foto 11

Caso colombiano N° 2. 37° C. Se ve en el citoplusma un virus en proceso de ma-
duracién. Tanto su capside como el niicleo estdn totalmente formados. Alrededor de
él hay membranas de origen celular que facilmente llegaran a constituir la envoltura
externa del virus. Estas membranas pueden corresponder a la envoltura externa de
la membrana nuclear rota. x 15000. N: niicleo. V: virus. LP: membrana tipoprotéica
de origen celular. M: mitocondria en proceso degenerativo. R: ruptura (a la derecha).



Foto 12

Caso colombiano N¢ 2. 37° C. Se nota un virus ya maduro, rodeado por membrana

y en el interior de una nueva vesicula, Los virus son transportados en esta forma

hasta los limites externos dz la célula. Se ve también un virus inmaduro, sin nucleoide.
x 14000. C: citoplasma. V: virus. LP: envoltura lipoprotéica.



Foto 13
Cavo colombiano N® 2. Cultivo a 33° C. Dia 12. La célula se muestra anormalmente
fransparente lo cual indica el efecto citopdtico inducido por los virus. Estos son
muy numerosos en el nucleo. La mayoria tienen nucleoproteinas ya formadas. La
cromatina se observa todavia hacia los bordes del niicleo pero la parte central de
este es mas clara y parece corresponder al llamado viroplasma. El citoplasma pre-
senta organelos degenerados y se ve un virus maduro. x 9000. N: ntucleo. C: cito-
plasma. V: virus.



Foto 14

Corresponde a las mismas células de la fotografia 13. Nétese como ha desaparecido
la membrana nuclear. Se ven abundantes virus y mitocondrias muy densas con
destruccién de las vrostas. x 10000. V: virus. N: nucleo. M: mitocondrias.



Foto 15

Corresponde a las mismas células de las fotografias 13 y 14. La flecha focaliza la

presencia de digitaciones en la membrana citoplasmdtica, las cuales son consecuencia

de la necrosis celular. Las mitocondrias se muestran muy hinchadas. x 6000. N: niicleo.
C: citoplasma. M: mitocondrias.
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DISCUSION

El aqumento de la sintesis de virus
conseguido por Hinuma y sus cola-
boradores® en sus células HRIK, es
de capital importancia ya que per-
mite la obtencién de mayores con-
centraciones de virus para experi-
mentos de purificacién. Es muy posi-
ble que a 33°C desaparezcen meca-
nismos inhibidores de la sintesis del
DNA viral, los cuales todavia estén
presentes a 37°C que es la tempera-
turqg normal para todos los cultivos
celulares.

En nuestros experimentos hemos
confirmado los hallazgos de Hinuma
tanto en las cepas celulares de ori-
gen africono como en las origina-
dos de tejidos de pacientes colom-
bionecs. En ambas se obtiene un evi-
dente aumento de la sintesis viral
cuando la temperatura es de 33°C.

En lo referente a las células africa-
nas, la seleccién de una linea celular
libre de virus con la capacidad de
sintetizar IgG, al cabo de mds de
100 dias de cultivo, plantea diversas
hipétesis.

Se puede pensar que las células
obtenidas al cabo de este tiempo
han sufrido una transformacién en
su estructura genética. En la litera-
tura se citan casos de mutantes vira-
les sensibles a la temperatura® No
se puede sin embargo aceptar tal
planteamiento para el presente caso
ya que eso significa que una misma
temperatura puede inducir tanto au-
mento como represién de la sintesis
viral, fenémeno bastante ilégico.

Si se tiene en cuenta que normal-
mente solo del 0,5% ol 10% de estas
células tienen virus® y que el 90%
de las células restantes son biolégi-
camente activas, se podria concluir
que el cambio de temperatura volvid
a aquel 909% mds receptivo a la in-
feccién por los virus que son forma-
dos continuamente en el ntmero me-
nor de células. Con base en esto,
se puede concluir que lo que se ha
obtenido al cabo de 106 dics de cul-
tivo, es la adaptacién a nuevas con-
diciones ambientales de algunas de
las células que desde un principio
carecian de virus. La presencia de
IgG en estas ultimas parece corro-
borar esta hipdtesis ya que nuestros
experimentos comprueban fenéme-
nos de competencia entre la sintesis
de virus y la sintesis de IgG en la
mismqg célula. Este podria ser un
mecanismo de gran importancia en
el control de multiplicacién de este
virus v posiblemente de la enfer-
medad.

La temperatura mds baja podria
inhibir mecanismos represores de la
sintesis IgG vy en esta formg volver
a las células mds susceptibles a la
infeccién viral.

Otra posibilidad es que cultivos
provenientes del mismo tumor ten-
gan células con caracteristicas bio-
légicas diferentes. En una publica-
cién muy reciente (1971), Fialkow y
sus colaboradores™ han observado
cepas celulares de diversos tipos en
varios tejidos cultivados del tumor
de Burkitt. Sin embargo en la clona
celular HRIK desarrollada por Hinu-



E£STUDIOS EXPERIMENTALES EN CELULAS CULTIVADAS DEL LINFOMA DE BURKITT

113

ma’ se pudo demostrar desde un
principio un solo tipo celular.

El problema de la histogénesis del
linfoma de Burkitt ha sido muy deba-
tido. Desde 1961 hasta el presente,
la célula tumoral hg sido considera-
da como linfocito por O'Conor® y
Wrigth,® linfoblasto por Dorfmann ®
y célula linforeticular indiferenciada
por Berard O'Conor y Torloni. ™

El examen ultraestructural de los
tejidos tumorales provenientes de los
pacientes colombicnos revela que la
célula tumoral es linforeticular indi-
ferenciada. La presencia de eucro-
matina en el nicleo indica la exis-
tencia de RNA mensajero en el mis-
mo, caracteristica propia de células
con altos indices de sintesis protei-
ca® La beosofilia citoplasmdtica ob-
servada al microscopio de luz corres-
ponde a log abundomtes poliriboso-
mas vistos en el citoplasma al mi-
croscopio electrénico.

Esto se relaciona con una sintesis
proteica acelerada. El hecho de que
los poliribosomas se encuentren li-
bres v de que no exista reticulo en-
doplasmdtico rugoso confirma el gro-
do de indiferenciacién celular.

Las células muestran sistema de
Golgi, vesiculas y polarizacién mito-
condrial, caracteristicos tanto del tu-
mor como del tipo celular mencio-
nado.” Todo esto prueba que la ul-
traestructura del tumor en nuestro

medio es igual a la de los casos de
otras latitudes.

Un hallazgo importante es el de
virus EB en biopsias y cultivos ce-
lulares de los casos colombicmos.
Con base en su aspecto morfolégico
(forma poligonal y 120 milimicras)
se puede concluir que se trata del
mismo virus descrito por Epstein y
Barr®, * en el Africa vy Nueva Guinea.

Las caracteristicas de multiplica-
cién, maduracién e infeccién presen-
tadas por este virus en nada difie-
ren de los virus africanocs. Esta po-
dria ser una evidencia de tipo cir-
custancial para su correlacién etio-
légica con el tumor.

Se debe también anotar que los
dos casos en discusién provienen de
dreas por encima de 1.800 metros
de altitud, lo cual descartaria la po-
sibilidad de un agente infeccioso
transmitido por un vector. Sin em-
bargo, la gran variedad de climas
existentes entre nosotrog vy la facili-
dad con que se puede cambiar de
uno a otro momtiene esta hipdtesis
latente.

Recientemente se hg estudiadoe la
relacién entre la distribucién de la
md'aric endémica v la incidencia del
linfoma de Burkitt. Seglin algunos
autores.® la infeccién de mdalaria ha-
ria a las células mds susceptibles a
la infeccién viral. Este podria ser un
nuevo tema de estudio en nuestro
medio.
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RESUMEN

1. Se confirman los hallazgos de
otros autores sobre los efectos de di-
versas temperaturas de cultivo en la
sintesis del virus de Epstein y Barr.

2. Se obtuvo una lnex celular
libre de virus de Epstein-Barr y la
cual sintetizaba inmunoglobulinas de
tipo G, ausentes en lg cepa celular
africana que las originé.

3. Se cree que con los experi-
mentos realizados se consiguié adap-
tar a nuevas condiciones ambienta-
les, a células del linfoma de Burkitt.

4. Se demuesira que existen fe-
némenos de competencia enire la
sintesis de inmunocglobulinas G y la
infeccién por el virus mencionado.

5. Se comprueba de momera de-
finitiva la presencia de enfermedad
entre nosotros, estudidndose por pri-
mera vez en nuestro medio g través
del microscopio electrénico.

6. Se establece por primera vez
en casos colombicnos cultivos celu-
lares del linfoma de Burkitt.

7. Se demuestra por primera vez
entre nosotros que temto las biopsias
como los cultivos celulares de linfoma
de Burkitt de pacientes colombianos
presentan virus morfolégicamente
idénticos al virus de EB.

8. Se comprueba que, en los cul-
tivos celulares, dichos virus presen-
tan caracteristicas bioldégicas simi-
lares o los virus EB africanos.

SUMMARY

The ulirastructural pattern of biop-
sies of two cases of Colombion Bur-
kitt's lymphoma is studied. Epstein-
Barr viruses were found in fissue cul-
tures form one of these two cases
and their morphology and biolegical
behaviour are compared with tissue
cultures derived from an africem case

(JIYOYE cell line). Several experi-
ments performed with the JIYOYE cell
line, and based in the effect of dif-
ferents temperatures on the synthesis

of EB virus by the cultured cells, re-

sulted in the obtention of a cell line
free of virus and with high titers
of IgG.
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