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Dado el interés gue despierta el estudio de los cultivos de tejidos
al poner frente a los virus células receptoras que permiten hacer la
experimentacién desde el doble punto de vista tedrico-aplicado, en la
lucha contra la fiebre aftosa, sea por la elaboracién de vacunas al hi-
droxido de aluminio, ScaMIT-JENSEN, 1936; empleo del virus de cultivo
como virus fijo, FRENKLEN, 1938; preparacion de sueros hiperinmunizan-
tes partiendo de virus de cultivo, FocepBy, 1947, y recientes trabajos
que no citamos, todos ellos tienden a solucionar el aspecto inmunologico
de esta virosis.

Es por ello que nos animamos a dedicar estas observaciones sobre
el desarrollo de los cultivos de piel de fetos de bovinos en presencia
del virus de la fiebre aftosa, por controles histologicos, iniciado ya hace
algun tiempo *** por creer asi contribuir con un aspecto dentro de los
multiples que presentan las técnicas de cultivos de tejidos aplicadas al
estudio de los virus tan actualizada en este caso al problema de la
fiebre aftosa.

TECNICA UTILIZADA PARA EL CULTIVO DE VIRUS AFTOSO

Hemos utilizado, como es de practica en nuestro Laboratorio, la
piel de fetos de bovinos de ires meses de edad. El titero es sometido
a una desinfeccién prolija con iodo y alcohol en toda su superficie,
procediéndose a la apertura de uno de los cuernos, poniendo el maximo
de precauciones, con las pinzas de Musseux. Se toma el feto en la region
del cuello o cabeza, cuidando de no traumatizar otras partes, se coloca
en un cristalizador esterilizado y ya preparado. El feto ideal es de una
medida aproximada de 0,15 de longitud desde el occipital al coccix.
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Se efectian dos incisiones longitudinales superficiales sobre el
dorso__de ambqs 1qdos de la columna vertebral, tratando de no inferir
los te]lvd(.)S conjuntivo y muscular, ¥y se exirae la piel, que es colocada en
un recipiente conteniendo una solucién isoténica de Ringer.

Se extrae el tejido muscular que cubre la regién de la tabla del
cuello, dorso, lomo, grupa y muslo, conjuntamente con la masa del co-
rebro y cerebelo. El todo es sometido a un lavado en una solucién iso-
ténica de Ringer con el objeto de eliminar todo vestigio de sangre, y
para luego ser triturado, convirtiéndose en una papilla uniforme a la
cual se le agrega solucmn. de Ringer en la proporcién de 1 a 3. Se tras-
vasa 1.a mezela y §e qentrlftlga a 3.000 revoluciones por minuto durante
20 mmu_tos. El hqudo sobrenadante utilizado en una proporcién del
20 %, viene a constituir el jugo o extracto embrionario poseedor de las
substancias denominadas trefonas.

Obtenida la piel de feto se procede a cortar pequefios trozos de la
misma con un bisturi de hoja recta; estos cortes deben ser netos con el
objeto de no provocar desgarramiento o traumatizar el tejido. Los tro-
zos cortados deben tenmer 2 por 2 2 mm. mas o menos de superficie.
Obtenido un numero suficiente, son introducidos en una capsula de Pe-
tri, en cuyo interior hay solucién isotonica de Ringer, constituyendo esta
operacion un primer lavado.

Luego se impregna el tejido con el virus, durante un tiempo de
60 minutos. Se agrega una cantidad determinada, segin la capacidad
del recipiente, de plasma de bovino, agitando suavemente el Erlenme-
yer de manera que el plasma cubra toda la superficie de la base del
mismo. Se agrega la mezcla de trefona y Ringer, en cantidad que tam-
bién determina el volumen del recipiente, que se va a usar. Se im-
prime a este recipiente en suave movimiento de rotacién, para evitar
que se formen burbujas, y con el objeto de que se uniformen homo-
geneizandose las mezclas, de inmediato, con una espatula apropiada,
se introducen los trozos de tejidos que estaban en impregnacién con el
virus, evitando que los mismos se superpongan, pues en este caso, el
tejido es asfixiado. Al cabo de dos o tres minutos de haberse implan-
tado el tejido, se produée la coagulaci6n, quedando firmemente adhe-
rido al plasma.

Por ultimo se agrega una cantidad de plasma y Ringer (en pro-
porcion del 10 %) con el fin de nutrir y provocar un ambiente higros-
cépico al medio y se procede a colocar los tapones a los recipientes,
los que son llevados a la estufa durante 96 horas a 37° C.

CONTROL DEL CRECIMIENTO DE TEJIDO
EN SALEROS ESPECIALES

Para nuestras observaciones sobre el desarrollo de -105 culi.:ivos de
piel de feto, utilizamos un tipo especial de salero para histocultivo, que
hasta ahora nos ha dado excelentes resultados.
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Con un bisturi de hoja recta se cortan pequernos 11‘07.‘0’5 de piel de
una dimensién que puede variar entre ‘% y 1 mm. somet!endolo.s a un
lavado en solucién isoténica de Ringer para eliminar todo vest':gm de
sangre. Se colocan tres trocitos de esta piel so!ore uno c{e los angulos
de la tapa de vidrio del salero. En la parte media de la misma se depo-
sita una gota de plasma y acto seguido otra de la mezcla de.trefo‘na
y Ringer. Con una espatula apropiada se mezclan los tres trocitos dis-
poniéndolos separados dentro de la mezcla de plasma y trefona, de
manera que pueda identificarse cada trozo facilmente en la observa-
cion. La coagulacién se produce al cabo de pocos minutos quedando

" de esta manera fijados.

2 En el fondo del salero se coloca una gota de Ringer para mante-

" “ner un medio higroscépico, se invierte la tapa y se parafinan sus bor-

des con el objeto de impedir la formacion de aire que pudiera ser causa
de infeccidn.

HISTOLOGIA DE LA PIEL DE FETOS DE NOVENTA DIfAS

Nuestras primeras observaciones se realizaron sobre trozos de piel
de fetos extirpados asépticamente, seccionadas para utilizar en los cul-
tivos, complementando éstas con trozos de piel correspondientes a cul-
tivos a término.

Lo observado por nosotros en esos trozos de piel es lo ya consig-
nado por los distintos histélogos que se ocuparon del desarrollo de la
piel desde sus estructuras embrioldgicas en las distintas especies.




(8}

‘lit\“i'f‘i"\';\(‘lan-:S HISTOLOGICAS SOBRE cULTIVOS ETC 1247
En estos preparados s i 7

formada por capas suporpugst::s‘;zidznl‘:}seiiii?{?? lmUIlies}ratificada

células aplanadas v la profunda por células polié.ci:-zilceS a;kpﬂ_nsas o

elementos conjuntives jévenes con sus caracteres de a'S.l e

ma, distribuyéndose ademas en forma regular las céluli}:s 601_.\" Cl_lOplaS—

distintas etapas de su desarrollo, con nucleos hiperc;omzc:il:eo(:“\(:asg:

111110305 que se dcsidcdll en las Vi lds panoramica con pequenos aumen-
3 ) ) S
tos (flg‘ 1)‘

TACNICAS HISTOLOGICAS UTILIZADAS -~

Los materiales destinados al estudio histologico fueron fijados en 1‘::
nueve partes de Ringer y 1 de formol neutro con testigos de las mismas
series, fijados en Zenker, estos trozos se incluyeron en parafina practi-
cando cortes de 3 micras, quedando en casi todos los casos fijados e in-
cluidos con la piel el plasma coagulado del cultivo.

I

Las coloraciones se practicaron con las corrientes de anilinas, tri-
cromico Cajal-Gallegos, eosina compuesta-hematoxolina Carazzi, com-
plementando con coloraciones lentas de Giemsa, variante de Wolbach,
utilizando también las técnicas de carbonato de plata de del Rio Hor-
tega adaptada a la impregnacién en portas, empleamos para esta tiltima
materiales fijados en formol al 10 %.

CULTIVOS DE PIEL CON VIRUS AFTOSO

La observacion de los cultivos de piel de 48 horas, consistid, en
hacer un estudio comparativo con los desarrollados normalmente sin
virus.

Con nuestros elementos de juicio, fué imposible uniformar los con-
ceptos interpretativos sobre todos los preparados, ya que en las series
estudiadas notamos diferencias en su crecimiento, la proliferacién en
unas colonias es mas intensa a expensas de fibroblastos, contrastando
con otras en que existe un marcado desarrollo de células epiteliales.

Por las causas senaladas le damos significacion al tejido matriz
o al fragmento de tejido explantado del organismo, apuntando los ele-
mentos mas interesantes por su disposiciéon y morfologia, sin descuidar
las areas centrales y periféricas en la densidad de células multiplicadas.

La estructura de estos tejidos estd formada por células de aspecto
recticular que toman el carbonato de plata, existe dificultad en distin-
guir nitidamente la estructura nuclear que se proyecta borrosa en sus
bordes sobre el citoplasma, y nos hace pensar en un cambio de afinidad
por los colorantes. En las areas periféricas de estos preparados, o sea
sobre el limite con el plasma del cultivo, encontramos los detalles his-
tolégicos o histopatolégicos que consideramos mas interesantes.
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Fig. 2.

Los protoplasmas de estas células epiteliales estdn formados por
masas homogéneas o pulverulentas (fig. 2) rodeadas por una sustancia
granulosa. Los bordes celulares son irregulares, encontrandose en algu-
nos casos adosadas unas a otras con un aspecto esponjoso que las hace
tipicas y con tendencia a hacerse borrosas.

No obstante interpretarse este cuadro como un aspecto regresivo
de sus células integrantes, se observa en los mismos campos una rica
proliferacién de fibroblastos que invaden el plasma de cultivo formando
cordones abigarrados que crecen en las colonias de 48 horas, que com-

paradas con colonias del mismo tiempo de cultivo sin virus aftoso, resul-
taron con mejor desarrollo.



CONSIDERACIONES GENERALES

‘ lE’n .esta‘comunxcacm_n.nos ocupamos preferentemente del aspecto

histolégico, tratando de interpretar en los cultivos de pi
Sty A piel de F.B. su

aspecto morfolégico, utilizando, para ese fin, tejidos fijados ¢ é
dos corrientes y técnicas de coloracién habituales dentro de 1:nhin}c ;0-
gia. Es por ello que describimos solamente las caracteristicas celjl0 -
de los tejidos cultivados en distintas condiciones, destacando un can?k?‘as
de afinidad de las células frente a las anilinas, describiéndose un r:)cf
ceso regresivo de determinadas células que no se evidencian en las rp;lis-
mas cultivadas sin impregnacion del virus. Se observa también conglo-
merados celulares, que interpretamos como reacciéon frente al medio
con virus, por no encontrarse en los tejidos testigos y no corresponder
a etapas embriologicas del desarrollo de la piel.

Insistiremos con las formaciones granulosas regresivas hasta encon-
{rar una interpretacion aceptable, ya que por el momento no lo identi-
ficamos como granulos cromaticos ni restos de nucléolos en regresion
y tampoco como corpusculos de inclusion, hasta no visualizar elementos
de juicio mas concluyentes.

Estudiaremos mas detalladamente estos elementos que considera-
mos de interés por observarse de manera regular donde existe mayor
proliferacién de los cultivos en presencia de virus.

RESUMEN

19) Describese la téeniea utilizada para el cultivo del virns aftoso, utili-
zando picl de feto de bovino de tres meses de edad.

29) Se detalla el procedimiento seguido para el cultivo del virus aftoso
en saleros especiales.

39) Deseribese la estructura de la piel de fetos bovinos de noventa dias
en trozos de piel extirpados y en eultivos de veinticuatro v euarenta y ocho horas.

49) Se realiza un estudio comparativo entre cultivos de tejidos de P. F.
2ov. de euarenta y ocho horas con similares de la misma especie y tiempo
cultivados en presencia del virus aftoso.

59) En los cultivos con virus aftoso se observa un proceso regresivo de
las eélulas epiteliales, conglomcm(iés celulares y dispersion en todo el prepa-
rado, particularmente en las zonas de erecimiento del cultivo y en torno a las

células epiteliales de particulas.



