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I. 1. Objeto e interés del trabajo.

El presente trabajo ha tenido por objeto estudiar los'

efectos letales-del caloran el . precursor hematopoyético de las

series granulocítica y macrófaga de ratón, mediante una técnica

de cultivo que permite su proliferación "in vivo".

El interés por el estudio de los efectos biológicos ori_

ginados por la- hipertennia s6la' o asociada a radiaciones ionizan

tes deriva de las razones por las cuales se considera a este age

te de una gran importancia para la futura terapéutica de tumores

y -que, "^principalmente , son:

1. La fase de síntesis de ADN, que es relativamente ra_

diorresistente, es a su vez nruy terraosensible, y puede- ser sj^

lectivamente radiosensibilizada mediante la combinación de la h¿

pertermia con lá radiación X. Las células en ciclo de los tumo-

res que se encuentran en la fase S, y que normalmente sobreviven

a los rayos X, perderán su viabilidad al realizar el tratamiento

hipertérmico (Westra y Dewey, 1971; Harisiadis y col, 1975; Kim

y•••col.-r- 1.976
%; Bhuyan y col., -1977)••

2. La células radiorresistentes que se encuentren en =

estadio de hipoxia en los tumores, desaparecerán como consecuen-

cia del tratamiento hipertérmico, ya que estas células son sele_c_

tivamente más termosensibles (Gerweck y col., 197^; Hahn, 197^)»

3» Una disminución de pH origina un aumento de la ter-

mosensibilidad de las células, por lo que la acidificación meta-

bólica, consecuencia .del estado de hipoxia en los tumores, orig_x_

na una sensibilización de las células ante la hipertermia (Ger -
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weck y Rottinger, 1976; Freeman y col., I98O).

A pesar de que en la actualidad los estudios sobre los

•-efectos-biológicos inducidos por la hipertermia son numerosos,

apenas existen trabajos que se refieran a la termosensibilidad =

de las células cepa y de otros precursores celulares.

Puesto que el compartimento de los precursores hematopo_

yéticos se caracteriza por ser uno de los más radiosensibles del

organismo y dada la similitud que existe en la respuesta celular

ante las radiaciones y la hipertermia, hemos escogido una célula

•de este compartimento para la. realización del trabajo y concreta_

mente el precursor granulocitico y macrófago, responsable de la

producción de estas dos lineas.

Para estudiar el efecto que ejarcen-'los tratamientos =

de hipertenaia sóbrenla inte-gridad reproductiva .¿a- este- precur — .

sor *, ha sido necesaria la utilización de una técnica adecuada =

que permita su proliferación y expresión mediante colonias.

De los variados métodos de cultivo existentes, hemos =

partido de una técnica, que a diferencia de la mayoría, se reali-

za "in vivo". Para ello se utilizan cámaras de difusión de implan

tación intraperitoneal que permiten que la proliferación-celular

se realice en "condiciones fisiológicas, no necesitándose de re-

querimientos externos de crecimiento.



X. 2. Origen y evolución en el estudio de los efectos
biológicos originados por la hipertermia.

Recientemente se ha observado un aumento en el interés

por el estudio de los efectos biológicos causados por la hiper-

termia, en muchos casos debido a las ventajas que puede repre -

sentar en la terapéutica de tumores. Ya en 1866 aparecieron ar-

tículos clínicos que trataban sobre la desaparición o regresión

de tumores, como consecuencia de situaciones de elevada tempera^

tura, causada por infecciones estreptocócicas (Buch, 1866; Co-

ley, 1893).

Por otra parte, en lo que respecta al estudio conjunto

radiación-hipertermia, Warren (1935) mostró las ventajas de una

terapia a base de fiebre artificial combinada con radiaciones =

ionizantes.

En 1903, Jensen muestra como un sarcoma transplantable

tolera tratamientos de calor de 462C por cinco minutos, pero =

que pierde su transplantabilidad cuando se calienta a 47QC,este

mismo tiempo.

Experiencias similares han puesto de manifiesto que la

mayoría de los tumores estudiados son sensibles al calor y que

incluso a temperaturas no muy elevadas (4l,5-^22C) se puede de_s_

truir la viabilidad del tejido tumoral si el tiempo de exposi-

ción es suficientemente largo: 15 ó 20 horas (Stephenson, 1919;

Sugiura, 19^1; Selawry y colaboradores, 1957)•

La diferencia de termosensibilidad entre células norma

les y cancerosas ha sido puesta de manifiesto por numerosos au-

tores (Chen y Keildelberger, 1969; Cavaliere y col., 196?; Gio-
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vanella y col, 1973; Muckle y Dickson, 1978; Ovrergaard,1972),

aunque con un nivel respuesta muy variado, en muchos casos de-

bido a las dificultades técnicas encontradas.

Mediante exposiciones hipertérmicas, se reduce la sin

tesis de los ácidos nucleicos y proteínas en las células tumo-

rales, mientras que la proliferación de las células normales =

no se encuentra alterada (Mondovi y col., 1969)-

El proceso de la inhibición del crecimiento por hiper_

termia está determinado, en gran manera, por la tasa de proli-

feración de las células tumorales (Giovanella y Heilderberger,

1968) y puede ser intensificado por la utilización de distintas

drogas (Giovanella y col.,1969)

La aplicación local en el tumor y su periferia median

te calentamiento con baño de agua, microondas, ultrasonidas, =

etc., inicialmente sólo se consideraba posible en tumores su-

perficiales, debido al enfriamiento vascular producido en par-

tes más profundas; sin embargo, recientemente ha sido desarro-

llada una nueva tecnología que permite el tratamiento local y

uniforme de hipertermia a distintas profundidades, mediante la

utilización de radiofrecuencia (Storm y col., 1979; Storm y =

col., 1980).

Aunque un gran número de trabaj.os muestran el efecto

del calor en la inhibición del crecimiento de algunos tumores,

no existe todavía información suficiente para responder con =

exactitud a algunas cuestiones que deberán quedar resueltas ari

tes de que este tipo de tratamiento se utilice de manera gene-

ralizada en clínica.
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I». 3» Muerte reproductiva celular.

Una curva de supervivencia celular describe la reía -—

ción entre la ""cantidad" de agresión recibida por las células =

(dosis de radiación, tiempo de exposición hipertérmica) y la «

proporción de éstas que "sobrevive".

La supervivencia celular o mejor su inverso, la muerte

celular-, se define de distintas maneras, de acuerdo al tipo de

célula a estudiar» Para células diferenciadas que no proliferan

la? muerte puede- ser- definida, como. la. pérdida de una función es-

pecifica-;- sin: embargtr,- para: células que se dividen, como en el

caso""de las que crecen en un. cultivo, una definición apropiada

puede- ser- la"pérdida de la capacidad de mantener la prolifera —

ción"r lo que suele ser- llamado INTEGRIDAD. REPRODUCTIVA ..

Una¿ célula: clonogénxcat (que- produce colonias o clones)

puede estar- físicamente- presente^ aparentemente intacta, pero =•

haber- perdido- su capacidad de mantener divisiones sucesivas por

si periodo necesario para producir una determinada progenie» Si

e-Ha- sucede-,, se>- can-sidera* que» hav perdido-- su' integridad re-produc^

tiva*.
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I. 4. El Sistema Mononuclear Fagocitario.

El íérmino "Sistema Retículo Endotelial"(SRE), fue ini_

cialmente introducido por Aschoff y Kiyona, en 1924, para de-

signar un conjunto de células que, a su juicio, tenían un ori-

gen común y compartían una serie de propiedades, fundamental -

mente la de fagocitar materiales extraños. El concepto de SRE

ha ido evolucionando con el tiempo y en la actualidad puede d_e_

cirse que ni la concepción del SRE ni la del Sistema Retículo-

histiocitario (SRH) constituyen un marco adecuado para emplazar

a una serie de células que, en base a los modernos conocimien-

tos de biología y cinética celular, comparten una serie de ca-

racterísticas en común.

En 1969 (Van Fürth), surge la idea de agrupar todas =

las células mononucleadas altamente fagocíticas en un sistema

celular, denominado Sistema Mononuclear Fagocítico (SMF). Los

histiocitos (macrófagos) y sus precursores, únicas células que

integran este sistema, nada tienen que ver con las células en-

doteliales y con las reticulares, dado que su origen y caract_e_

rísticas son totalmente distintas.

El SMF comprende un gradiente madurativo que parte de

un precursor celular íntimamente relacionado con -la serie gra-

nulocítica, pasa por un estadio de monoblasto y promonocito a

nivel de médula ósea, transita por la sangre periférica en for_

ma de monocito maduro y, por último, se afinca en los tejidos,

donde es capaz de diferenciarse morfológica y funcionalmente,

transformándose en un macrófago. El aspecto morfológico de esta

célula ofrece una gran variedad, dependiendo del tejido en don_
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de se asiente: Conectivo-histiocitos, hlgado-celulas de Kup --

ffer, pulmón-macrófagos alveolares, ganglios linfáticos-macró-=

fagos libres y fijos, médula ósea-macrófagos, cavidades sero -

sas-macrófagos pleurales y peritoneales, tejido óseo-osteobla_s_

tos, sistema nervioso-microglia, aunque la filiación al SMF

de estos dos últimos es algo más dudosa que la de los anteriores.

Una vez alcanzado el alojamiento extravascular, se han

observado vivos a los macrófagos hasta 59 días e incluso más en

cultivos celulares "in vitro".

El aspecto con que se presentan estas células en los

cultivos es muy variado, dependiendo de su estado de maduración,

por lo que las colonias de este tipo de células han sido denomi^

nadas de distintas formas, según el criterio de los autores. La

terminología más frecuentemente utilizada es la que se refiere

a las colonias como mononucleares, macrófagas, o monocíticas.

Sin embargo, todas ellas hacen mención a la misma serie celular,

por lo que se consideran la expresión de una misma célula.
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I. 5»- "' SI sistema de renovación jgraanilocí'tico.

'S'l sistema de renovación granulocítico-neutrófilo pue_

de ser dividido en diferentes compartimentos que difieren en =

su función. (Fig* 1)»

— Compartimento de células cena y de precursores "determinados"

Su función puede ser considerada doble» Por una. parte, man-

tienen el tamaño de este compartimento,•mediante una adecúa^

*

da actividad mitótica yT por otra, se encarga de producir

eX flujo celular necesario para la granulocitopoyesis.El man

tenimiento de la linea granulocítica- en la sangre depende en

teramente de este flujo.

— Conrpartimento multiplicativo. • . •

El compartimento multiplicativo es alimentado desde el de ss

las células cepa y está formado por células que simultánea -

mente llevan a cabo diferenciación y multiplicación. Es con-

siderado un compartimento de proliferación y tránsito.

El humano comprende mieloblastos, promielocitos y mielocitos,

que se caracterizan por su capacidad de sintetizar ADN y lljĵ

var a cabo mitosis. El número de divisiones que parecen pro-

ducirse en este compartimento es de unas 3-^J por lo que, en

estado estacionario, se producirían de 8 a 16 células por c¿

da precursor que entrara. El tiempo invertido desde la llega_

da de una célula hasta que se produce la transición de miel^

cito a metamielocito es aproximadamente igual a la suma de =
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los tiempos de ciclo de las células en su paso de j^

tos a metamielocitos y en el hombre está próximo a los k-6

días-

- Compartimento de maduración y almacenamiento.

Aquí, las células han cesado de proliferar y gradualmente na.

duran desde metamielocitos hasta neutrófilos en banda y se¿

mentados. Bajo condiciones normales, la emisión de células a

la sangre comienza desde el estado de banda, aunque la mayp_

ría de las células no son liberadas hasta que han alcanzado

el estado de segmentados.

~ En el hombre, el tiempo de tránsito en este compartimento es

de 3~5 días y sobre un día y medio en ratón. Sin embargo, se

reduce considerablemente en procesos infecciosos, por lo que

se refleja que, además de ser un compartimento de maduración,

sirve también como reserva.

- Compartimento funcional.

Los granulocitos en la sangre son distribuidos en dos tipos

de compartimentos: uno circulante y otro marginal. Ambos re-

sultan semejantes en cuanto a su tamaño, son rápidamente in-

tercambiables y cinéticamente pueden ser considerados como =

único compartimento. Los neutrófilos desaparecen de la san -

gre de una manera exponencial, siendo muy corto su tiempo de

permanencia en este compartimento: * 1/2 ~ 7 horas, en el

hombre.
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C. PRECURSORES-.- C MULTIPLICATIVO CMAOURACION. CFUNC.

O

6 Días- .35-55 Días-

Fi.grara 1. Esquema del sistema granulopoyético y sus parame
tros de tiempo en el hombre.
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•"• * ̂ * Cultivo celular de precursores hematopoyéticos.

X. 6. 1. Introducción.

Durante muchos años, ha sido tema de debate si las c_£

lulas cepa hematopoyéticas constituían un compartimento unipo- -

tente o multipotente, esto es, si una célula cepa podía ser la

precursora de todas las células hematopoyéticas o, si,por el =

contrario, cada línea celular poseía su propia célula cepa. En

ciertas especies, como en ratón, las experiencias realizadas =

indicaron la existencia de un precursor común para todas ellas.

Ford (1956) y Barnes (1959) establecieron el hecho de la pre -

sencia de una población, que puede ser cromosómicamente marca-

da como población clonal y que puede originar todos los tipos

de'células hematopoyéticas (En humano, permanece sin esclare •-

cer si los linfocitos proceden de un precursor linfopoyético =

independiente).

A pesar de que la existencia de una célula cepa

potente quedó comprobada en ciertas especies, su número y el =

de los otros pr-ecursores más diferenciados que esta célula pra

duce es tan escaso,que su reconocimiento se realiza a través =

de la progenie.

Till y Me Culloch (I96I) establecieron una técnica de

cultivo "in vivo1', que ha resultado crítica en el avance del =

conocimiento de los precursores hematopoyéticos. Dicha técnica

consiste en la inyección intravenosa, en ratón esterilizado =

por irradiación letal, de una suspensión de células procedente

de un órgano hematopoyético. Tras un determinado período de =

tiempo, se observan en el bazo de los ratones, pequeñas vesxcu
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las compuestas por multitud de células de las series eritroide,

granulocitica , monocítica 7'megaoariocitica , y fueron conside,

radas como la expresión de las CFU-s (Unidad Forma dora de Coljg_

nias en Bazo).

Un nuevo avance surgió con la aparición de la técnica

de cultivo "in vitro", realizada por Pluznik y Sachs (1965*1966)

y por otra parte por Bradley y Metcalf (1966). En los cultivos,

se observaba la aparición de colonias de-granulocitos y de ma-

crófagos, en una matriz preparada a base de agar. Para que las

colonias llegaran a desarrollarse resultaba necesaria la presen

cia de un factor especial, denominado CSF (Factor Estimulante =

de Colonias). El origen clonal de estas colonias se sostenía =

por los resultados obtenidos en los estudios de transferencia =

de células aisladas (Metcalf, 1970).

Tras los estudios realizados para analizar el conteni-

do de estas colonias y de las que aparecían en bazo, se sugirió

la idea de que la CFU-s y este precursor unipotente (CFC'S, en

la denominación de Metcalf), fueran los mismos ("Wu y col.,1968).

Sin embargo, existen numerosas pruebas en contra, que han recha_

zado la hipótesis, entre ellas i

La inyección de dosis letales de timidina tritiada en anima-

les adultos normales, mata sólo una pequeña proporción de la

CFU-s (Becker y col., I965, y Lajtha y col., I969), mientras =•

que para los mismos animales, la muerte para CFC'S es mucho ma-

yor (Lajtha, 1969;.

Mediante la centrifugación en gradiente, se observan diferext

tes regiones de distribución para ambos precursores (Haskill



y col., 1970; Worton y col., I969).

- Cuando las células de médula ósea normal se pasan por col.um

ñas, bajo condiciones que favorezcan la adherencia celular y

se realiza un ensayo para CFU-s y CFC'S (D. Metcalf, M.A.S. Mo£

re, 1971) no se observa una correlación entre ellas.

Después de la técnica que permitió la expresión del =

precursor granulocítico-macrófago mediante colonias, surgieron

nuevas técnicas que permitieron una proliferación de otros pre-

cursores tales como los eritropoyéticos (McLeod y col., 197^;

Ben-=Ishay, 1975) y megacariopoyéticos (N'akeff y Daniels-Mc =

Queen, 1976).
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I. 6. 2. El precursor .granulocítico-macrófago.

Desde la aparición de la técnica que permitió la e2cpr_e_

sión de un precursor granulocítico-macrófago (G.-M) , mediante «

sus colonias (Pluznik y Sachs, 1965; Bradley y Metcalf", 1966) y

hasta la actualidad, han aparecido nuevos procedimientos de cul_

tivo y de separación celular que han permitido conocer la exis-

tencia de distintos precursores G-M.

Sin embargo, y puesto que en muchos casos la denomina-

ción del precursor celular va-ligado con el método de cultivo =

utilizado, aparecen en la bibliografía multitud de precursores

Q-M de distintos nombre, que en muchos casos pueden correspon — "

der a-la misma célula.

En una revisión sobre las publicaciones del tema pods_

mos encontrar, entre otros, los siguientes nombres de precurs_o_

res: CFC' s in vi tro (Bradley Metcalf,. 1966); CFXJa (Dickey y ool.r

1971), ADC colony precursor cell (Gordon, 197^), CFU-GM (Jonh -

son, 1977), CFü-d (Jacobsen,. 1975), DCPC (3enestad, 1970; Boyum

y col. ,' 1970) , CPU-C (nombre generalizado para precursores que

originan colonias de granulocitos -y macrófagos, en cultivos "in

vitro").

Entre todos ellos, parece que la CFU-d es la .que pre -

senta mayores diferencias en cuanto a sus propiedades.

Jonhson (1977) señala que el precursor celular que ori_

gina colonias a los catorce días de cultivo es diferente del =

que origina colonias al séptimo. Otros, obtienen resultados =

análogos:Jacobsen (1978, 1979) muestra a la CFU-d como precurs¿
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ra de la CFU-C, asi como también indica la existencia de dos =

subpoblaciones dentro de éstas, de manera que considera a la =

CFU-C de: catorce dias- como precursora de la de siete. Bol y =

Williams (1980) indican la existencia de tres subpoblaciones =

dentro de la CFU-C. Standem (I98O) nuevamente muestra a la =

CFU-C como un compartimento no homogéneo.

Estos hechos indican la existencia de distintos tipos

de precursores G-M; sin embargo, todavía permanece sin enclar_e

cer si de entre ellos alguno, origina de una manera definida =

cada una de las series (granulocitica y macrófa^ga) independien^,

temente. Inicialmente, se consideró que todos los precursores

de este compartimento eran "comunes", aunque en la actualidad

se considera probable la existencia de precursores "determina-

dos" que originen sólo una de estas dos series.
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I. 6. 3» El sistema proliferativo de los precursores
hematopoyéticos de ratón. .

Debido al gran avance que- ha ido suponiendo para la1 =

hematología la.aparición de modernas técnicas que permiten la

expresión de los precursores indiferenciados mediante su prog_e_

nie, los esquemas planteados sobre el sistema hematopoyético,

paralelamente, han ido evolucionando.

A continuación indicamos tres modelos esquemáticos S£_

bre el sistema proliferativo de los precursores hematopoyéticos

del. ratón.,, en los que puede apreciarse un aumento progresivo de

la complejidad, a medida que aparecen nuevos métodos de cultivo

que permiten identificar más precursores.

1. Modelo histórico descrito según el concepto tradi_

cional de líneas celulares basado en meticulosos estudios mor-

fológicos (Brennan y col., 1980).

PSC: Pluripotent Stem Cell. Compartimento de stem =

cells capaz de originar eritrocitos, neutrófilos,

monccitos, eosinófilos, basófilos, megacarioci-

tos, linfocitos T y B.

HPC: Precursor celular hematopoyético común.

TSC: Célula sensible a trombopoyetina.

GSC: Célula sensible de granulopoyetina.

ESC: Célula sensible a eritropoyetina.

LPC: Precursor celular linf opoyético común..
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2. Esquema elaborado por Cline y Golde (1979)-"

a) Corresponde al desarrollo linfoide y mieloide ^

de un precursor celular multipotente.

b) Análogo al apartado a), pero mostrando los precur-

sores celulares definidos mediante ensayo clanogénico.

3. Modelo experimental indicando las distintas célu-

las identificadas mediante estudios genéticos y fisiológicos,

correspondiente al año 1980 (Brennan y otros, 1980).

CFTJ-H: Precursor celular para todas las células mie-

loides. La CFU-s podría corresponder aproxi-

madamente a esta célula en cuanto a su capaci^

dad proliferativa.
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Esquema 1. Modelos proliferativos de los precursores Hemato-

poyéticos de ratón.
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En lo concerniente a las series granulocítica y macrófa.

ga, el modelo histórico consideraba la existencia de un precur -

sor común para netrófilos, eosinófilos, basófilos y monocitos.

En el siguiente modelo, elaborado por Cline, se aprecia

la derivación del precursor eosinófilo a partir de la CFU-s y la

presencia de 2 precursores (CFU-D y CFU-G,M), con distinto grado

de diferenciación, pero ambos correspondientes a las series gra-

nulocítica-macrófaga. Es de destacar, también, que no aparecen =

precursores G-M "determinados", sino que, por el contrario,éstos

son siempre comunes para las dos series.

En el último modelo que presentamos, se presupone la =

existencia de un precursor basófilo que deriva de una célula =

equivalente a la CFU-s. La CFU-G,M ahora se considera que por =

originar sólo los granulocitos neutrófilos y los monocitos, se =

debe denominar CFU-N,M , que a semejanza con el modelo anterior

procede de una CFU-D. Por último, aparecen precursores N,M "de-

terminados" (CFU-N y CFU-M), que junto"con la CFU-N,M originan =

los neutrófilos y los monocitos. Sin embargo, en su trabajo,Bre —

nnan solamente señala como probable la existencia de tales pre-

cursores "determinados", basándose en la aparición de colonias =

puras en los cultivos.

Nosotros hemos seguido la terminología que utilizó Gor-

don (197^)» dado que el trabajo lo hemos realizado partiendo de

su técnica. Puesto que este autor no entra en consideraciones s_o_

bre la aparición de colonias eosinófilas o basófilas en los cul-

tivos, simplemente indica que el precursor que prolifera es el -

precursor G-M de cámara de difusión de agar y señala que su com-
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portamiento es de una gran semejanza con la clásica CFU-C. Cree-

mos que hasta que no aparezcan estudios que demuestren la inexi¿

tenci'a de' colonias eosinófilas o basóf'ilas en estos cultivos de

cámara de difusión, el hacer referencia a precursores N,M es =

más arriesgado que el considerar la presencia de algún tipo de =

precursor G-M, entendiendo por ello a una célula que origina ma-

crófagos y granulocitos no exclusivamente neutrófilos.
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I. 6. 4. La cámara de difusión como método de culti-
vo "in vivo".

Muy numerosas han sido las.técnicas utilizadas para =

el cultivo de precursores G-M.

Desde un principio y hasta la actualidad, se utiliza-

ron técnicas de cultivo "in vitro", en las cuales las células

correspondientes a la suspensión de un órgano hematopoyetico =

eran sembradas en una matriz semisólida de agar o metilcelulo-

sa, que contenía, además, medio adecuado de cultivo y una capa

productora, del factor CSF (Pluznik y Sachs,, 1965; Bradley y

Metcalf, 1966; Dicke, 1971).

Después de esta técnica surgieron otros métodos de =

cultivo que pretendían la mejora de las condiciones necesarias

para la proliferación celular. Aparecieron métodos de cultivo

"in vi tro" pero en medio líquido, que en algunos casos no nec_e_

sitaban del factor estimulante del crecimiento (Golde y Cline,

1973)» Desde 1958 (Algire y col.), e intentando que el desarro_

lio celular se realizara bajo condiciones más fisiológicas, se

estudiaron técnicas de cultivo en cámara de difusión. Berman =

(1959) observó que, a diferencia de lo que ocurre en los cult_i_

vos "in vitro", cuando se cultivan células de médula ósea de =

ratón en una cámara que permite la difusión de los fluidos de

éste, el aspecto morfológico original de las células sembradas

se mantiene en los primeros días de cultivo y posteriormente =

se produce la proliferación y diferenciación durante largos p̂ _

ríodos de tiempo (215 días).

La técnica de la cámara de difusión experimentó un =



gran auge y se estudiaron modificaciones de este método de cul_

tivo, que consistían, principalmente, en variar la matriz de =

la cámara y en muchas ocasiones llenarla simplemente con la =

suspensión celular (Boyum y Borgstrom, 1970; Benestad, 1970).

En 197̂ ti Gordon empleó una matriz a base de agar que permitía

también la formación de las colonias procedentes de donadores

leucémicos. Steinberg (1976) añade al contenido de la cámara,

plasma citratado de bovino, de manera que al recoger los cultj^

vos, observa la aparición de colonias de las series blanca y

roja..

_ A pesar de las múltiples técnicas que existen en cama

ra-de difusión, el fundamento de todas es el mismo: crear un =

compartimento dentro de la cavidad intraperitoneal, generalmen

te de ratón, en el cual se impida el tránsito celular y que, =

por el contrario, permita el flujo de las sustancias químicas

propias del ratón, necesarias para la proliferación de las cé-

lulas que se encuentran en su interior.

En. nuestro caso, las cámaras- estaban constituidas- por

un anillo acrílico que lleva adherido en sus caras un filtro =

Millipore y una lámina plástica., respectivamente.

A través de los finos poros del fi.ltro no es posible

que exista paso de células, pero sí de los nutrientes y de los

factores necesarios para el crecimiento.

Cuando en su interior, además de la suspensión celular,

se introduce agar u otro producto que gelifique, las células =

sembradas quedan inmolizadas. Por tanto, transcurrido un deter_

minado número de días de cultivo en el interior del ratón, se
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observan las colonias características, que son la expresión de

los precursores.

Este tipo de cultivo es, pues, "in vivo" y por ello,

todos los requerimientos, imprescindibles para la formación de

las colonias en técnicas "in vitro" (regulación del pH, hume -

dad, necesidad de utilizar una plataforma capaz de producir la

liberación del CSF, etc.) no son necesarios.
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1.7.' SI blanco- celular ante la hipertermia.

A pesar de los múltiples trabajos realizados tratando

de identificar la molécula blanco,responsable primaria de la =

muerte por hipertermia, no existen todavía pruebas concluyentes

que demuestren cuál es ésta»

Algunos autores mantienen la hipótesis de que los cam-

bios estructurales que afectan al contenido lipídico de la mem-

brana son ios responsables de la muerte celular por hipertermia

(Cress y col., 1978; Li y col., 19-80). Otros, indican que el da_

ño se produce en diferentes estructuras, como en los lisosomas,

en los que aparece un aumento de la actividad enzimática lisos^

mal (Dvergaard, 1972; Barrat y Wills, 1980), o también a nivel

de la síntesis de ARN (Reeves, 1971; Dickson y col., 1972; Strom

y col., 1973) o de ADN (Reeves, 1971; Mondovi y col., 1969). a

Igualmente han sido citadas otras alteraciones celulares: desna

turaciones en algún tipo de proteína (Westra y Dewey, 1971)t =

inhibición de la síntesis de proteínas (Mondovi y col., 1969)1

incremento de las proteínas cromáticas no histónicas asociadas

al ADN (Tomasovic y col., 1978).

Por supuesto^ de todas las lesiones producidas por la

hipertermia en la célula, existirá una,primaria, que sea la re¿

ponsable de su muerte, mientras que <?tras muchas, serán sólo a_l__

teraciones secundarias que no afectan directamente a la integri_

dad reproductiva de las células.
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CAPITULO II. MATERIAL Y MÉTODOS
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II..1'-» Cámaras de di. fus ion.

Las cámaras de difusión constan de un anillo de lucí—

ta de 14 mm. de diámetro (Millipore), al que se fija mediante

pegamento (MI Cement Millipore) una lámina de acetato de celu-

losa por una cara y por la otra un filtro Millipore de 0,22 mî

eras de tamaño de poro-

Cada anillo posee una perforación para permitir el =

llenado de la cámara.una vez construida.- Dicha perforación se

selló con el mismo pegamento, con la finalidad de que al atra-

vesarlo con la aguja en el momento del llenado, no existiera =•

espacio por donde pudiera extravasarse -la suspensión celular -•

inyectada»

Una vez selladas las cámaras, se procedió a su esteri^

lización aplicando^ una dosis de 30 KGy, (Co-60).
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• 2- • Preparación del medio.

Puesto que el método de cultivo que hemos empleado es

"in vivo", el medio presenta la ventaja de que no tiene la ne-

cesidad de poseer todos los elementos necesarios para que se =

desarrollen las colonias; sin embargoT. hemos procurado ajustar_

nos a las condiciones de un medio de crecimiento, con la fina-

lidad-de garantizar la integridad reproductiva de las células,

hasta que éstas pudieran recibir del ratón el aporte necesario

para su. proliferación».

La preparación del medio fue llevada a cabo mensual -

mente, conservándolo en nevera hasta el momento de su utiliza-

ción. Durante el envasado se preparó el volumen de medio nece-

sario para cada experiencia, en un solo frasco, para evitar =

problemas de contaminación. Como control se mantuvo cerrado y

a temperatura ambiente un envase de cada lote, con la finalidad

de comprobar posibles fallos durante el proceso de la esterili_

zación—

De la totalidad del medio preparado, un 70 por 100 =

aproximadamente se ajustó al doble de su concentración final,

pues posteriormente debería ser diluido al 50 por 100 con agar.

El resto queda a la concentración normal y destinado a la for-

mación de la suspensión celular.

Una vez constituido el medio, se ajustó el pH entre =

7,30 - 7,35» procediéndose posteriormente a la filtración est_e_

rilizante.
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A continuación aparece detallada la composición del =

medio preparado a xana concentración 2X»

- M.E.M. Eagle, 10 X (Flow lab.)

HEPPES. Solución 1 molar (Flow lab.) ...

Suero esterilizado de caballo (Flow lab.)

L-glutamina (Flow lab .) .

L-asparagina.H_0 (Sigma)

Penicilina 5.000 U.I.

Estreptomicina 5.000 mcg /mi
(Flo-w lab. )

H,0

100 mi.

20 mi.

200 mi.

292 mg.

12,5

25 mi.

(c.s.p. ) 500 mi.

La composición del M.E.M. Eagle es la siguiente:

AMINOÁCIDOS

(mg/1)

VITAMINAS

(mg/1)

SALES INORGÁNICAS
Y OTROS COMPONEN-
TES (mg/1)

L-Arginina: 126,4 Pantotenato calcico- 1,0

L-Cistina 24,0 Cloruro de colina

L-Glutamina 292,0 Acido fólico

L-Histidina 38,3 Inositol

L-Isoleucina 52,5 Nicotinamida

L-Lisina 73,1 Priridoxal C1H

L-Metionina 14,9 Rivoflavina

L-Fenilalanina33,0 Tiamina HC1

L-Treonina 47,6

L-Triptófano 10,2

L-Tirosina 36,2

L-Valina 46,9

1 ,0

1,0

1,0

2 , 0

1,0

1 ,0

0 , 1

1,0

KC1

MSC12.6H2O

NaCl

N a H 2 P 0 v H 2 0

Rojo f e n o l

Glucosa

6

1

1

40(

20C

.8o(

ooc

i :

.ooc
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• II.3 « Técnica de cultivo en cámara de difusión.

II.3 . 1. Animales de experimentación..

Se han utilizado ratones Q , híbridos del cruce de =

dos cepas consanguíneas ( 0 C57BL X 0*BALB/c) de 10 a 15 sema-

nas de edad y con un peso comprendido entre 25 y 30 gramos.

Tanto las cepas consanguíneas como los Fl, híbridos =

de ambos, fueron producidos en el parque de animales del grupo

de Termoecología y Radiobiología de la Junta de Energía Nuclear.

Los animales, desde su nacimiento, se mantuvieron a =

las condiciones de 202C y 50 por 100 de humedad, suministrando^

les agua y pienso (Sandermus 3-10) "ad libitum".

II.3 . 2. Preparación de la suspensión celular de mé
dula ósea.

La técnica seguida para la formación de la suspensión

fue la siguiente: Para cada experiencia se sacrifican de 3 a

5 animales mediante dislocación cervical. Inmediatamente, se =

extraen los fémures y tibias de ambas patas traseras, en. la c_á

mará de flujo laminar.

Los huesos así obtenidos se perforan por sus extremos

y mediante jeringa de 1 mi. de aguja 0,5 x 16 mm, conteniendo

medio de cultivo IX (pH: 7,30 - 7,35) se arrastra el tejido he_

matopoyético alojado en su interior.

Un volumen de medio no superior a 1 mi. por cada médu_

la extraída, nos garantiza una concentración final de células

no inferior a 10' células/mi.
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H£H

A continuación,se reduce progresivamente el tamaño de

las agrupaciones celulares existentes en la suspensión, lo que

se consigue introduciendo la totalidad del volumen preparado =

en una jeringa y expulsándolo reiteradamente a través de agujas

de calibre progresivamente menor, hasta uno último de 0,5 x 16

san. La correcta dispersión de las células se comprueba median-

te observación de una parte alícuota de la suspensión en el mi_

croscopio.

Posteriormente, se realiza la cuantificación de las =

células nucleadas, diluyendo con líquido de Türck y realizando

el contaje con dos cámaras de Neubauer. Según los casos, la =

concentración celular se ajusta a 5-10 ó a 10 células/mi y =

de dicha suspensión se toman 2 mi para cada uno de los tubos

en los que posteriormente se realizará el tratamiento térmico.

Exceptuando el tiempo durante el cual se realizan los

tratamientos-, la suspensión celular se mantiene en baño de hi_e_

lo (0 - ¿¿2C), permitiéndose que alcance la temperatura amblen-
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te ai añadir el agar, para que no quede formado inmediatamente

el gel y así disponer de tiempo suficiente para realizar el =

llenado de las cámaras de difusión.

La adición de agar se lleva a cabo después de realiza^

dos los tratamientos, atendiendo a la concentración celular que

se desee que exista en las cámaras de difusión,y que ha varia-

do entre 10.000 y 400.000 células/cámara, según, el tipo de ex-

periencia a realizar.

Para la preparación de una concentración de 50-000 =

células/cámara, el esquema a seguir será el siguiente:

Puesto que la capacidad de cada cámara es de 200 mi -

crolitros, cada 20 mi de la suspensión deberán contener 5-10

células y, por tanto, si partimos de una suspensión preparada

a 10 cél./ml, como se indicaba anteriormente, por cada 0,5 mi.

de esta suspensión (5«10 células) añadiremos 9,5 mi de medio

2X y 10 mi de agar al 0,6 % (total 20 mi), que era mantenido a

la temperatura de 40QC.

La suspensión asi preparada queda ajustada a la con -

centración celular deseada, el medio 2X queda como. IX y la con

centración final de agar âl 0,3%.

SusaCelular

10 cel/ml.

Agar 0,6%
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Es de gran importancia añadir los 0,5 nil de la suspen

sión celular sobre un matraz que contenga los 9>5 mi del medio

2X y que tras una enérgica agitación se añada a continuación =

el agar y se realice una nueva agitación. En otro caso, se di-

ficulta notablemente la correcta dispersión de las células en

el medio, debido a la alta viscosidad del agar.

II«3 . 3• Llenado e implantación de las cámaras.

Cada cámara, ya estéril, se llena con 200 microlitros

de. la suspens-ión preparada.-. Una vez llena.,- se funde ei plásti-

co de los alrededores del orificio, preparado para permitir el

llenado, pasando rápidamente por su superficie una aguja calen

tada al fuego.

Las cámaras quedan dispuesta para ser introducidas in

traperitonealmente a los respectivos ratones y mientras tanto

se mantienen en M.E.M. 1 X, en .baño de hielo.

Para la implantación intraperitoneal, se anestesia a

los animales hospedadores mediante éter etílico. Tras realizar

una pequeña incisión en su piel y peritoneo, a través de la lí̂

nea alba, se introduce una cámara por cada ratón, así como una

pequeña cantidad de M.E.M. IX en los alrededores de la cámara
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implantada, para impedir la formación de adherencias durante =

el periodo de cultivo.

Es importante evitar la pérdida de sangre durante la

intervención, pues ello podría actuar como fenómeno estimulan-

te del crecimiento, aumentando, por tanto, la heterogeneidad =

de los resultados en'los contajes.

Finalmente, la herida se cierra aplicando tres puntos

de sutura. •

II.-3 . 4. Extracción y "preparación de las cámaras pa
ra el contaje.

Finalizado el periodo de cultivo, se procede a sacri-

ficar a los animales mediante intoxicación con éter etílico. A

continuación, se extraen las cámaras de la cavidad intraperit_o_

neal y se limpian cuidadosamente. Posteriormente, con la ayuda

de un bisturi se despega la lámina de acetato que cubre uno de

sus costados.

En la- técnica -desarrollada por Gordon (1974),- es ei =

filtro Millipore el que es retirado de las cámaras, realizando

asi los contajes directamente'. Mediante este procedimiento se

observó que,debido a la porosidad de los filtros, un número =

considerable de colonias eran extraidas junto a éstos; sin em-

bargo, el contenido de las cámaras quedaba prácticamente inta£

to cuando lo que se extraía era la lámina de acetato.

Las cámaras, abiertas ya por un costado, se adhieren

por el otro a un portaobjetos mediante pegamento (MI Cement Mi_

llipore).
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Debido a que bastantes colonias no eran visibles sin

teñir, se procedió a buscar una técnica.adecuada de coloración»

De las tinciones utilizadas se han obtenido mejores resultados

con Qiemsa 10 % repetidamente filtrado. Unas gotas de esta so-

lución se añaden a cada una de las cámaras a estudiar, evitan-

do que se derrame. A partir de 1 h. 30 min., las colonias apa-

recen correctamente iBñidas. Otros procedimientos de teñido han

resultado inadecuados por colorear en exceso la matriz de asar,

impidiendo la observación de las colonias.

Giemsalh 30'— CONTAJE
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II. 3 . 5• Estudios morfológicos.

Los estudios de la composición y morfología de las ok_

lulas que componen las colonias se realizaron según el siguieii

te procedimiento:

Las cámaras de difusión teñidas como se explicó ante-

riormente, s©. sitúan bajo el binocular y a 40 aumentos se'se -

leccionan las colonias que se van a estudiar. Una vez escogida

la colonia, se clasifica a ésta de acuerdo con su grado de em-

paquetamiento, en compacta, semicompacta (mixta) o dispersa y,

a su vez, según el tamaño de las células que la componen y que

se presentan con un aspecto macroscópico de células grandes o

células pequeñas.

A continuación, mediante una aguja enmangada y un bi_s_

turí y controlando la operación en el binocular, se extrae la

colonia, evitando tomar partes de otras próximas.

El portaobjetos que contenía la cámara es retirado =

del binocular y sustituido por otro limpio. La colonia,que de-

be permanecer, bien adherida a la aguja o al bisturí, es depos_i.

tada sobre el nuevo porta, vigilándola en todo momento a través

del binocular, para, finalmente, disgregarla y retirar el exc_e_

so de agar que la pueda envolver.

Sólo resta secar al calor, fijar en metanol por diez

minutos y, nuevamente, teñir con Giemsa 5%i quince minutos.

Las preparaciones así obtenidas son estudiadas al mi-

croscopio para analizar las células que componen cada tipo de

las colonias extraídas.
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II. kr. Tratamientos térmicos. Corrección, del tiempo
de exposición.

Una vez preparada la suspensión celular, se introduje

ron alícuotas de 2 mi en tubos de vidrio estériles, que poste-

riormente eran cerrados para evitar cualquier tipo de contami-

nación.

Excepto en el momento de realizar el tratamiento tér-

mico y con la finalidad de evitar en lo posible la mortalidad

celular y también para sistematizar la experimentación y la =

temperatura de- la suspensión en el comienzo del tratamiento =

térmico, se mantuvieron todos los tubos a baja temperatura, en

baño de hielo.

El tratamiento se realizó en un baño termostatizado y

con agitación, .controlado por un termostato modelo HETO (01 T

623) a - 0,052C. Las medidas de temperatura se realizaron me-

diante un termómetro calibrado (Protón modelo 92. Intervalo =

0-502C en 1/10).

Una vez sacados los tubos del baño de hielo y en el =

momento de introducir éstos en el nuevo baño, en el que serian

sometidos a la acción del calor, se inició el control del tiein

po del tratamiento. Este valor de tiempo cronometrado ha sido

corregido en todos los casos (Henle y RotiRoti: I98O). •

A tiempo t = 0, la temperatura en el interior de los

tubos se mantiene entre 0 - %2C. Hasta que la suspensión alcaii

za la temperatura del baño, transcurre un determinado período

de tiempo, que varia fundamentalmente con el volumen introducá^

do en los tubos; por tanto, este tiempo debe ser descontado pa_
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ra aproximarnos al tiempo real de tratamiento.

Para calcularlo, se dispuso de una serie de tubos con

teniendo 2 mi. de M.E.M., que inicialmente permanecían en baño

de hielo. En su interior se instaló una sonda conectada a un =

registrador automático y calibrado de temperaturas, obteniendo^

se los registros cada 5 segundos, una vez que los tubos se in-

troducían en el baño caliente.

Los resultados fueron ajustados de acuerdo a la ley =

de enfriamiento de Newton:

T-Tr = A T a . e~
 k*t (1)

En la cual, T y T corresponden a los valores de temp_e_

ratura que poseen la suspensión celular a un tiempo t y el baño

termostatizado, cuya temperatura es constante. ̂ T corresponde

a la diferencia de las temperaturas del' baño y la suspensión pj^

ra un tiempo t = 0.

Otro factor que ha sido considerado para la correccción

de los tiempos de tratamiento es el debido a la mortalidad pro-

ducida dur.ante el tránsito de la temperatura y a partir del mo-

mento en que ésta alcanza el valor de 422C. Por debajo de este

valor y a los tiempos de exposición a que están sometidas las =

células, se considera que no existe pérdida de viabilidad.

Para numerosas líneas celulares ha sido definida una =

relación entre tiempo y temperatura que producen el mismo efec-

to biológico. Esta relación obedece a una ecuación exponencial

del tipo de ^t = a . e ~ * , donde a y b son característicos

de la línea celular.
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Si el sistema es mantenido a la temperatura 7 por un

intervalo ¿\t- , es posible determinar el tiempo, At_ »

a la temperatura T produce un efecto biológico equivalente.

2 e 2 _ , . o, vi, —i _j . ,
-r-r— s r-=- — • • dt s s v 1 2 . At.üt. -ü.T. 2 11, 8 X

Consideremos una temperatura T » temperatura a la que

se encuentra el baño y a la cual serán sometidas las células =•
*

que se encuentran en el interior de los tubos. La temperatura =

de las células, como hemos visto, varia desde Q-42C hasta j Tert

función del tiempo, según la expresión (1). Por tanto:

s b' C To * 9 5 dt (2)

J_
u
O

Según dicha expresión,"" se calcula el tiempo que a la =

temperatura de tratamiento produce la misma acción letal a la =.

producida durante el tránsito de temperatura, desde 0-42C hasta

7 y considerando la inexistencia de efecto letal por debajo de
r

los 422C, por lo que t; adquiere el valor del tiempo necesario-

para llegar a 422C.

El sistema ha sido resuelto mediante integración numé-

rica.
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II. 5' • Método de minimización numérica.

EJL ajuste de los datos experimentales al modelo teóri^

co-tnatemático de blancos se ha llevado a cabo a través de un =

programa en lenguaje FORTRAN V, utilizando el sistema de la =

ÜNIVAC 1100/81 del centro de cálculo de la- Junta de Energía Nu

clear, así como la librería de programas del grupo de Altas =

Energías.

En esencia, hemos utilizado un programa numérico de = •

minimización, MUTÜTT, para insertar, como función a minimizar,

un estimador X , que permite la determinación de los valores de

los parámetros del modelo, que proporcionan una mayor compati-

bilidad entre las predicciones teóricas sobre el comportamien-

to del precursor G-M en CDA ante lo»- diferentes tratamientos =

térmicos realizados y los resultados experimentales obteni-

dos.

La expresión general del estimador, cuyo mínico nos =

ha proporcionado la- mejor compatibilidad e-stadística teórico- -

experimental, es la siguiente:

y2 _ T ( F-5(tao) - rs(exp) ) 2

ES(axp)-

en donde F3(teo), es el valor de la fracción de supervivencia

obtenida de acuerdo a la expresión; FS(exp) •es la fracción de

supervivencia experimental y £3(exp) es el error experimental,

El programa MINTJIT trabaja de forma que en función de

unos valores iniciales de los parámetros, proporcionados en =
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forina de datos típicos del programa, asi como de las indetermi^

naciones que el usuario estima tienen dichos valores respecto

del óptimo, los va variando en cantidades que corresponden a =

distancias razonables, estimadas del mínimo y estudiando al =

mismo tiempo el comportamiento de la función cuyo extremo se =

desea calcular. En cada uno de los pasos de la minimización, el

programa calcula el valor de la función X~ utilizando los va-

lores de los parámetros propuestos por el programa. La minimi-

zación termina cuando la distancia al mínimo es inferior a juna

•holeranc.ia, dato que fue de- 0,1. Una descripción-* más- detallada

de la metodología de cálculo desarrollada por el programa ===

MUíUIT puede encontrarse en trabajos anteriores (Vidania,1982;

James-, I.976) .
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II. 6 ••. Representación gráfica de las curvas de super
vivencia.

Con la finalidad de representar gráficamente las cur-

vas de supervivencia teóricas deducidas del proceso de minimi-

zación que realiza .el programa MINTJIT, se recurrió a la utili-

zación de la subrutina GLRAFIC (Carretero, 1977)- Dicha subrutá^

na tiene por objeto facilitar la confección de gráficas en el

"TRAZADOR CALCOMP" del centro de cálculo de la Junta de Energía

Nuclear.

En esencia, el método consiste en comunicar al progra_

ma los valores de los parámetros calculados por MINUIT,corres-

pondientes a la expresión que define el modelo teórico de blaii

eos, para que mediante llamadas sucesivas a la subrutina GRA~

FIC, rotule los valores expperimentales de F.3., E.5. y la cur

va teórica deducida del proceso de minimización.
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CAPITULO I I I . RESULTADOS
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III. 1. Estudio morfológico.

Una vez clasificadas las colonias en el binocular, s^

gun el grado de empaquetamiento (compactas, dispersas y mixtas),

y el tamaño de sus células, se tomaron muestras de los distin-

tos tipos y mediante su estudio a 1250 X, se comprobó que, in-

dependientemente del empaquetamiento, las colonias compuestas

por células "grandes" correspondían a colonias de macrófagos y

las compuestas por células "pequeñas" a colonias de granuloci-

tos.

En- la fb-tografía 1 puede- observarse el aspecto que pre

sentan las colonias a los- cinco días de cultivo, en el momento

de realizar los contajes. En ella se aprecian claramente las

diferencias existentes entre las colonias granulocíticas- (G) y

la macrófagas (M). Igualmente se observa la presencia de algu-

nos "clusters" (O.

Fotografía i". Aspecto de las colonias a 5 días de cultivo. 30 X.

Tinción de Giemsa.
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La fotografía z" corresponde a las células dé una coló.

nia granulocítica (tipo Q en la fotografía anterior), una vez

extraída ésta de la cámara de difusión y a 1*25.0 X.

En ella aparece un grupo de granulocitos con formas =

todavía inmaduras, del tipo de los mié Tobías t-o.» , hasta mie-

locitos o metamielocitos y escasas células más diferenciadas.

El tamaño, aunque variable con el grado de diferencia^

ción, resulta próximo a las 12 mieras.

Fotografía 2' Colonia granulocítica a cinco días de cultivo

(i'250X)' • Tinción de Giemsa.
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La " fotografía número 3 pertenece a la extensión de

una colonia de macrófagos (M, en la fotografía I1). Estas colo-

nias se. caracterizan por poseer células de muy elevado tamaño ,,•

del orden de 40 mieras. Dichas células, a su vez, presentan un

núcleo excéntrico pequeño, siendo la relación núcleo/citoplas-

ma muy inferior a 1. El citoplasma, especialmente en las formas

más maduras, es muy vacuolado.

Fotografía 3. Fragmento de una colonia de macrófagos (200 X ),

a 5 días de cultivo. Tinción de Giemsa,
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A diferencia de otros cultivos celulares, en donde =

una célula posee capacidad para proliferar indefinidamente,en

los cultivos de precursores hematopoyéticos se realiza, sucesl

vamente, una replicación acompañada de diferenciación, hasta =

un momento a partir del cual las células pierden su capacidad

de replicarse y únicamente maduran. Por esta razón, un determi_

nado precursor en el cultivo originará un número definido de =

células, que será siempre superior al que pueda originar otra

célula más diferenciada. La sucesión terminará con aquellas CJ£

lulas que ya no se dividan.

Entre un precursor y una célula no replicable, existe

una variedad de ellas que poseen capacidad para formar agrupa-

ciones celulares más o menos grandes.

Como criterio para determinar el número de células mí_

nimo que deberá contener una agrupación para considerarla como

la expresión de un precursor G-M en CDA, nos hemos basado en el

que viene siendo habitual entre la bibliografía y que establece

un número mínimo de 50 células por agrupación, que en este caso

.se define como "colonia". Aquéllas cuyo número no alcance el =

valor de 5"0 se denominan"clusters" y se considera que proceden

de otras células más diferenciadas o de precursores lesionados.

Resulta de gran interés indicar que, así como las col.o_

nias de granulocitos han sido generalmente de muy fácil identi_

ficación, las colonias de macrófagos originaron más problemas,

por producirse, en ocasiones, confusiones entre "clusters" pró-

ximos de estas células y las auténticas colonias de aspecto di_s_

perso.
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III. 2. Evolución de las colonias en el cultivo.

Durante un periodo de ocho días, mediante cuatro exp_e

riencias distintas, se siguió la evolución de las colonias que

aparecían en las cámaras de difusión.

A 1 día de cultivo, únicamente se apreciaba en las cáma_

ras un fondo de células dispersas por la matriz de agar, sin =

que aparecieran colonias ni "clusters" que fueran superiores a

10 ó 15 células.

En el segundo día, se observó ya la presencia de impor_

tantes "clusters", pero cuyo número de células no alcanzaba el

valor de 505 necesario para que fueran considerados como colo-

nias .

A partir del tercer día,aparecen colonias de los dos =

tipos descritos y cuya evolución viene representada en la figu-

ra 2 .

• Como puede apreciarse, después del quinto día, el nú-

mero de las colonias de granulocitos desciende lentamente,mien

tras que las colonias de macrófagos prosiguen aumentando duraii

te los ocho días estudiados.

Debido a que en el día 5) si número de los dos tipos

de colonias resultó ser similar y por obtenerse aquí el máximo

número de las colonias de granulocitos, consideramos adecuado

utilizar este período de cultivo para todas las experiencias =

posteriores.
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III-, 3» Estudio de la correlación entre el número de
células sembradas por cámara de difusión y =
el número de colonias contados a los cinco =
días de cultivo.

Con la finalidad de conocer si el número de colonias

de granulocitos, de macrófagos y el total de ellas mantenía =

una relación lineal con el número de células sembradas en las

cámaras de difusión, tras cinco días de cultivo, se introduje-

ron en éstas, concentraciones celulares comprendidas entre =

10.000'y 65.OOO células/cámara.

Ett la figura 3 se representan las rectas- obtenidas me_

diante la minimización del X"*.

~~~ Aunque la eficiencia de siembra varió parcialmente a

lo largo de las distintas experiencias que se realizaron, se =

obtuvo aquí un valor total de 1 colonia (o un precursor G-M de

CDÁ) por cada 2500 células de médula sembradas, estando las c_o_

lonias de macrófagos y de granulocitos en razón de 1,3/1»

Puesto que a concentraciones superiores a las estudia_

das es posible que se produzcan solapamientos entre las colo-

nias, que modifiquen el resultado de .los contajes, el número de

células sembradas en las experiencias en donde se realizó algún

tratamiento letal, se ajustó, según los casos, para obtener po_s_

teriormente un número de colonias comprendido en el intervalo

que se muestra en la figura.



- 5 3 -

30-4

25 H

20 H

o
I

o 10 H

^ C. Granulocitos-

D C.Macrofasos

O Totat colonias

10 20 30 40 50
CÉLULAS' SEMBRADAS X 10

60
3

70

Figura 3« Representación•del número de colonias contadas a los
cinco días de cultivo, en función del número de célu_
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III. 4. Efecto de la hipertermia sobre la integridad
reproductiva del precursor G-M de CDA.

III. 4. 1. Modelo teórico.

Para conocer el efecto de la hipertermia sobre la int_e_

gridad reproductiva del precursor G-M, se determinaron los va.l_o_

res de las fracciones de supervivencia a las temperaturas de =

42,5 ? ̂ 3i ^3,5 y 44sC, a distintos tiempos. Los cultivos se r_e_

cogieron al quinto día de la implantación de las cámaras de di-

fusión en los ratones.

En las figuras 6, 7 y 8 , además de las curvas de super_

vivencia, se pueden observar los valores que toman las fraccio-

nes de supervivencia. Como puede apreciarse, mientras que a =

tiempos de tratamiento elevádos-'la muerte es de tipo exponencial,

a tiempos cortos la disminución de la supervivencia se muestra

sensiblemente inferior y no exponencial.

Este hecho parecía indicar que- la mortalidad celular

producida por el tratamiento de hipertermia se ajustaba al mode_

lo teórico multiblanco de- un impacto y según el cual:-

F.S. = 1 -(l-e"51**)11

donde

F.S. es la fracción de supervivencia

K es la pendiente de la región exponencial

t es el tiempo de tratamiento

n es el número de blancos.

Como podrá ir comprobándose más adelante, a través de

2los valores que ha tomado el X" en los distintos ajustes, puede

decirse que la mortalidad de los precursores, descrita mediante



la reducción del número de colonias en función del tiempo de =

tratamiento hipertérmico, se realiza de acuerdo al modelo teóri_

co citado.
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III. 4. 2. Parámetros cinéticos deducidos de los valo
res de supervivencia celular.- Ajuste pre-
vio .

Las fracciones de supervivencia del precursor G-M de =

CDA, se determinaron a través de la relación del número de col_o_

nias que aparecieron a cinco días de cultivo entre los lotes =

tratados y los lotes control, mantenidos en baño de hielo.

En este periodo, se considera que los precursores que

hayan recibido algún tipo de daño subletal, pueden originar el

mismo número de colonias que un precursor que no haya recibido

daño. (Como más tarde se verá, la reparación del daño =

subletal se realiza en las primeras horas transcurridas después

de la lesión). Por esta razón, y puesto que la diferencia entre

el número de colonias de los lotes de control y los tratados s_ó_

lo puede ser debida al daño letal producido en las células, se

puede decir que las fracciones de supervivencia determinadas =

son una medida directa de la integridad reproductiva de las cé-

lulas .

Con la finalidad de calcular los parámetros de supervi_

vencia correspondientes a los precursores "determinados", si =

llega a comprobarse que éstos quedan expresados en las colonias

puras, los contajes se realizaron de acuerdo al total .de las c_o_

lonias formadas y también de las granulocxticas y las macrófagss

Posteriormente, tras calcular las fracciones'" de supervivencia,

deducidas de estos contajes, se realizaron los ajustes de los =

valores experimentales al modelo teórico, mediante la- minimiza-

ción del X .

Las fracciones de supervivencia que se deducen de los
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contajes de las colonias figuran en la tabla 1.

La tabla 2 muestra los parámetros de supervivencia c_a_

racteristicos del comportamiento ante la hipertermia del pre-

cursor G-M de CDA, deducidos del ajuste de los datos experimeii

tales, al modelo teórico.

De estos resultados se deduce ya la gran termo sensib_i_

lidad de estas células, puesto que con 11 minutos a 42,5QC ó

con 1,5 minutos a kk^-C se reduce la supervivencia a un 37 %,en

la región de muerte exponencial. Por otra parte, no se observan

diferencias significativas entre los contajes de colonias de =

granulocitos y macrófagos (hipotéticos precursores granulocít_i_

eos y macrófagos).
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C.Grarmlocitos C.Macrófagos Total colonias

T* t

(2C) (rain)(rain)

42,5 3

9

15

21

25

29

33

37

43 3

7

11

15

17

19

21

25

29

43,5 6

9

12

13

15

16

1

7

13

19

23-

27

31

35

1

5

9

13

15

17

19

23

27

4

7

10

11

13

14

FS

(*)
65,3

91,0

62,5

29,1

16,4

15,6

13,0

7,3

74,5

68,1

57,2

12,3

15,3

13,6

8,6

2,4

1,6

61,8

21,8

10,9

12,6-

6,5

3,6

ES

32,4

27,3

21,5

9,8

5,0

4,5

5,0

3,5

25,2

22,8

18,0

4,6

4,2

6f6

2,9

0,7

0,8

22,3

8,3

2,8

2,2

2,7

1,0

FS

(<)
72,9

81,6

55,2

14,8

11,9

11,0

7,8

4,6

80,9

65,3

41,1

18,8

27,4

6,1

16,4

2,1

3,4

71,1

15,4

6,7

15,7

4,3

3,6

ES

26,3

25,8

18,5

4,8

3'6 .

3,1

2,8

2,3

20,2

18,2

12,2'

8,4 •

6,5

3,9

3,8

0,7

2,1

18,3

5,5

1,7

5,8

1,8

1,8

FS

(*)•
70,4

84,7

5-7,6

19,6

13,1

13,4

• 9,4

77, 0

66,7

51,5

15,7

21, 0

9,1

12, 2

2,5

2,4

66,9

18,4

-8,1

l4,l"

5,5

3.6

ES

(<
27,

24,

18,

5,

3,

3,

3,

2,

21,

15,

13,

5,

3,

0,

h

16,

5,

. ~»

4,

1,

1.

<)

4

5

5

6

6

6

2

.5

7

9

.4

3

3

6

0

8

4

9

1

4

7

9

0
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C.Granulocitos C.Macrófa?os Total colonias

T*

(*C)

44

t t FS

(rain)(m±n) (y)

4

6'

7

8

9

10

'2

4

5

6

7

8

84,8

34,9

17,0

14,2

5,6

8,2.

ES

(*)

23,9

14,1

3,7

4,6

2,0

3,5

FS

(*)

59,0

16,1

5,9

1,0

3,0

ss
(*)

23,4

5,4

2,2

1,4

0,5

1,1

FS

65,6

20,9

11,5

9,3

2,7

5,7

ES
(•á)

25,0

10,4

4,8

2,6

0,9

2,0

Tabla 1. Resultados experimentales de las fracciones de super
vivencia para las temperaturas de 42,5 i ̂ 3, ^3 ó y
44sC (F.S. = fracción de supervivencia; S.5. = error
estándar); t = tiempo de tratamiento cronometrado; =
t = tiempo de tratamiento efectivo).
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+0,032 .

-0,028

+0,029

+0,048

-0,049

10

5

3

+3,99
,53 *

-2,65

+0,82
,20

-0,68

+0,75
,57

-0,53

2

>

3,7

+3,2

-1,3

+2,5

-1,4

+3,2

-1,8

Ts K T a
o

(.2 0) (min"1) (min) (blancos-)

C. Granulocitos

0 , 3 . 3,99 +3,2
42,5 0 ,̂095 10,53 ' 2,4 - 2 , 9 / 5

0 0 2 8 6 *" f J

43,5 0,280 3,57 3,7 3 ,1 /3
-0,049 -0,53 -1,8

+0,136 +0,42 +28,5 , • / -
44 0,661 1,66 15,6 . 2>* / 3

-0,124 -0,31 -13,4

C. ÍSacrofagos

+0,027 +3,64 +1,4
42,5 0,092 10,86 1,4 4,3 /5

-0,023 -2,05 -o ,6 _

+0,027 +0,69 +3,7 "
0,207 4,83 5,1 14,9 /6

-0,026 -0,56 -2,2

+0,080 +1,16 +4,5
43,5 0,306 3,27 3,3 7,0 /3

-0,078 -0,67 -2 ,0 .

+0,132 +0,24 +33,6
^4 0,813 1,23 21.̂ 6 6,7 /3

-0,226 -0,17 -17,1
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T i • • K T. o ..

íC) (min"1) (min) ' (blancos)

Total colonias

+0,027 4-3,63 +1,7
42,5 0,092 10,86 1,7 4,? /5

-0,023 -2,40 -0,8

+0,025 40,70 4-2,7
43 0,194 5,15 4,^ 9,0 /6

-0,023 -0,58 -1,6

4-0,055 4-0,81 4-2,7
43,5 0,286 3,50 3,0 5,6 /3

-0,054 -0,57 -1,4

4-0,124 4-0,37 4-20,2
1,5Í3 12,5 5,6 /3

-0,126 -0,27 -10,1

Tabla 2. Parámetros de supervivencia deducidos del ajuste de
los datos experimentales al modelo multiblanco.
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III. 4. 3* Cálculo del tiempo efectivo de exposición
hipertérmica.

Debido a que la suspensión celular se mantiene en baño

de hielo, tanto antes como después del tratamiento térmico, al

introducirse los tubos que contienen la suspensión en el baño

termostatizado (a la temperatura de tratamiento), se produce =

un aumento progresivo de su temperatura hasta que ésta se esta_

biliza.

La estimación del tiempo de subida de temperatura,como

tiempo de tratamiento, hipertérmico, puede ser la causa de err£

res en la determinación de la velocidad de muerte, K, y, prin-

cipalmente, del número de blancos, n.

Con la finalidad de cuantificar el proceso, se realiza^

ron determinaciones de las temperaturas que adquirían los 2 mi.

del medio contenido en los tubos, cada cinco segundos y desde

que se introducían en el baño (Ver "Material y Métodos1').

La tabla 3 muestra los valores de T-T (diferencia de

temperaturas entre el medio y el baño), a partir del tiempo en

que se inicia el tratamiento y hasta que se. estabiliza la tem-

peratura.

La recta de calibración obtenida como ajuste de estos

—le t

valores a la ecuación 1 : T-T =AT .e , aparece en la figu-

ra h.

El valor obtenido para la velocidad de la subida de =

la temperatura es de k=2,3-C/min.

Según la ecuación anterior, y conocido k, es posible

calcular el tiempo que deberá de transcurrir para que la =
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la suspensión que se encuentra en el interior de los tubos al——

canee la temperatura de ^22C , a las cuatro temperaturas de tra-

tamiento. Recordamos que por debajo de esta temperatura se con-

sideró inapreciable la mortalidad ocasionada para tiempos de ex

posición de pocos minutos.

T baño (2C)

43,5

tk2 (

1

1

1

x

min)

,9

,6

? L

,3
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T-T T-T T-T ' T-T

( 4 2 . , 0 ) ( 4 2 , 5 ) ( 4 3 , 0 ) ( 4 3 , 5 ) ( 4 4 , 0 ) ( h h , 5 ) ( 4 5 , 0 )

0

5

10

15

20

25

30

35

40.

45

50

55

lf

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

2 •

38,

36,

32,

27,

22,

18,

14,

12,

10,

8,

7,

5,

4,

3,

3,

2,

2,

1,

1,

1,

1.

0

0

0

0

7

7

2

0

1

1

9

2

2

5

.0

9

,8

,9

,3

,8

,3

,9

,6

,3

,1

,9

,7

,6

,5

40,

39,

36,

30,

25,

20,

17,

14,

11,

9,

7,

6,

5i

4,

3,

3,

2-

1,

1.

1,

1

0

0

0

0

3

3

5

4

8

3

1

6

6

.9

,5

,4

,4

,6

,0

,5

,2

,9

,6

,3

,1

,9

,3

,7

38,

35,

29,

23,

17,

13,

10,

:8,

6,

5 J

3,

2,

2,

1,

1.

1,

o,

0.

0

0

0

0

0

0

0

8

1

1

0

6

3

3

,1

,3

,0

,8

• 9

,3

,8

,4

.9

,7

,6

,5

,4

,3

,2

,2

,2

4l,

41,

39,

33,

27,

22,

17,

13,'

10,

•' 8 ,

6,

5,

4,

3,

2,

2,

1,

1,

o,

o,

o,

o,

o,

o,

o,

0

4

2

9

6

4-

5

7

3

6

2

1

4

6

1

7

4

9

8

,7

,5

ó

,4

,3

40,

36,

31,

26,

21,

17,

14,

11,

9,

7,

5»

4,

4,

3,

2,

2,

2,

li

1,

1,

1,

o,

o,

o,

0;

4

9

6

2

3

3

0

3

0

3

9

9

0

3

7

4

0

,7

,4

,2

,0

,8

,7

,6

,5

^1,

38,

31,

24,

19,

14,

11,

8,

6,

5,

3,

2,

2,

lf

1,

1,

o,

o,

o,

o,

o,

o,

o,

o,

o.

3

i

i

7

2

9

3

6

6

0

9

9

3

8

4

1

9

7

5

5

,4

,3

,2

,2

,2

42,

44,

38,

34,

29,

24,

19,

15,

12,

10,

8,

2,

5)

4,

3.

3,

2;

2.

1:

1

1

1

1

0

0

1

4

8

8

7

5

,? '

• 9

,7

-6

,9

-8

,8

,9

2

, 8 •

,3

,9

,6

,3

,1

,o

,8

,7
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t T-Tr T-Tr T-Tr

;>

10

15

20

25

30

35

4o

45

55

3'

5

10

15

20

(42,0) (42,5) (43,0) (43,5) (̂ 4,0) (hkt5) (45,0)

0,4

0 , 4

0 ,3

0 ,3

0,2

0,2

0,2

0 ,1

0 ,1

0 , 1

0 ,1

0 ,1

0 ,0

-

0 , 6

0,5

0 , 4

0,4

0,3

0,3

0 ,2

0 ,2

0,2

0 ,1

0 ,0

-

—

-

-

0,2

0 ,1

0 , 1

0 ,1

0 ,1

0 ,1 .

0 ,1

0 , 1

0 ,1

0 ,0

-

-

-

-

-

mm

0,3

0 ,2

0 ,2

0 , 1

0 ,1

0 ,1

0 ,0

-

-

-

- .

-

-

-

-

mm

0,3

o,3

0,2

0 ,2

0,3

0,2

0,2

0,2

0,2

0 ,1

0 ,1

0 ,1

0 ,0

-

-

0 ,1

0 ,1

0 , 1

0 , 1

0 ,1

0 ,1

0 ,1

0 ,0

-

-

-

-

-

-

-

0,6

0 ,5

0,4

0,4

0,3

0,3

0,2

0 ,2

0,2

0 ,1

0 , 1

0 ,1

0 , 1

' 0 , 1

0 ,1

0 ,0

Tabla 3. Evolución de la temperatura de los 2 mi de M.E.M.
que se encuentran siendo sometidos'a calentámien-
xo. (T -T : diferencia de temperaturas entre el
baño y el M.E.M.)
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60 120

TIEMPO ( s e g j

180

Figura h Representación de la variación de la temperatura
del M.E.M. (2 mi), que se encuentra siendo some-
tido a una exposición hipertérmica.
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Como efecto biológico producido por la hipertermia,=

necesario para el cálculo de la relación entre la temperatura

y el tiempo de tratamiento, se ha escogido la reducción de la

supervivencia celular a un 10 %.

Para estimar el tiempo que, a las distintas temperatu

ras, reduce la supervivencia a este 10 %, nos servimos de las

curvas de supervivencia ajustadas a la expresión RS=l-(l-e * )

ya determinadas.
n

Por tanto, en este caso t = ln(l-v 1-0,1 ) .
K

En la tabla 4 figuran los valores de tin, según el =

contaje independiente de las colonias y de su total, así como

el valor de la constante b.

C. Granulocitos C. Macrofagos Total colonias

T2C

42,5

43

43,5

44

t-.Q (min) b

32,88

18,21
-0,8

12,83

8,32

t _ (min) b

28,43

18,81
¿1,0

11,33

6,50

t-.Q (min)

30,28

18,29

11,40

7,36

b.

-0,9

Tabla 4. Valores de tiempo necesarios para reducir la supervi_
vencia a un 10 % y: de la constante "b." característi-
ca de la línea celular.

La figura 5 muestra la representación del efecto iso

biológico mencionado para las cuatro temperaturas estudiadas.



10

10-

o

42,5

C.Granulocilos

D

I
43 43.5

I
44

T(9C)

C.Maffo'fagos

Q

O.

42,5 43 43,5

T(flC)

44

Total Colonias

O

'O,

i

00
I

1

42,5
1

43

T

1

43,5
1

44

Figura S . Representación del efecto isobiológico, obtenido de acuerdo a los ajustes de las cur-
vas de supervivencia.
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Conocidos los valores de & y b, se calcularon los val_o_

res del tiempo efectivo mediante la expresión 2

/. t f

t =
r

t

, -k.t ...
e ^ c dt

o

En todos los casos, se tomó como tiempo control 10 mi-

nutos, tiempo para el cual se sabe que la temperatura se encuen

tra estabilizada.

La diferencia, entre el. tiempo control cronometrado =

(t_) y el tiempo efectivo, de mortalidad equivalente a la pro-

ducida a la temperatura T- (tr), indica el retardo que se pro-

duce al considerar el efecto de la subida de la temperatura.

En la tabla 5 se muestran los valores que toman todos

los parámetros que intervienen en la corrección, asi como los

resultados obtenidos por ésta.

Puesto que al considerar el efecto que produce la sub_i_

da .de temperatura, se obtiene, en todos, los casos, un retardo =

en el tiempo efectivo sobre el tiempo cronometrado, próximo a

2 minutos, "descontados este perioóTb de todas las medidas rea_

lizadas. Por tanto, las fracciones de supervivencia que inicial^

mente correspondían a un tiempo t de exposición, se correspon-

derán ahora con el tiempo:t-2 minutos (tabla l).
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t f b k • tp

(9C) (min) (rain) (min/9C)(9C/min) (.rain) (min)

C.Granulocitos

38,5 (4-42,5) 1,9 10 0,85 2,28

39,0 (4-43,0) 1,6 ; " ' "

39,5 (z;_43,5) I,2* " n ' n

40,0 (4-44,0) 1,3 "' " "

C.Macr6fagos

38,5 (4-42,5) 1,9 " 1,03

39,0 (4-43,0). 1,6 "

39,5 (4-43,5) 1,4 " '• "

40,0 (4-44,0) 1,3 " " "

Total colonias

38,5 (4-42,5) 1,9

39,0 (4-43,0) 1,6

39,5 (4-43,5) 1,4

40,0 (4-44,0) 1,3

7,91

8,08

8,14

8,17

2,09

1,92

1,86

1,83

7,88

8,03

8,08

8,10

2,12

1,97

1,92

1,90

0,94

H

ir

H

It

tt

11

7,90

8,05

8,11

8,13

2,10

1,95

1,89

1,87

Tabla 5« Resultados obtenidos en la corrección de los tiempos de
tratamiento por.efecto de la:subida de la temperatura.

A T : diferencia de temperaturas a tiempo 0 entre la =
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suspensión celular y el baño termostatizado; t : tiempo a par-

tir del cual se considera que la temperatura alcanzada por la

suspensión, puede producir algún efecto letal en el precursor;

t_: tiempo de referencia, en el cual se considera asegurada la

estabilización de la temperatura; b: constante isobiológica; =

k: velocidad de subida de la temperatura de la suspensicón ce-

lular; t : tiempo efectivo, resultante de considerar la subida

de la temperatura; t_ - t : tiempo de retraso sobre el tiempo

cronometrado.
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III. 4. 4. Curvas de supervivencia celular obtenidas
según los valores de tiempo efectivo de =
tratamiento.

Una vez corregidos los tiempos de tratamiento cronome_

trados y obtenidos los valores de tiempo de tratamiento efectj^

vo, se realizó nuevamente el aj\iste de los datos experimenta -

les al modelo teórico.

En la tabla 6 y en las figuras 5, 7 y 8 aparecen los

parámetros y curvas de supervivencia.

Tal como puede verse en la tabla, el número de blancos

que resulta necesario inactivar, para que se produzca la pérd_i_

da de la integridad reproductiva de las células, es inferior,

en todos los casos, a los que se indicaron anteriormente- (ta -

bla 2). Mientras que sin realizar la corrección,se obtenían va_

lores comprendidos entre 1,4 y 21,6, ahora la máxima diferencia

entre los blancos que se deben inactivar a cada una de las tejn

peraturas es próxima a 2. Dada la similitud entre el número de

los blancos determinados a las distintas temperaturas y puesto

que el error de- éstos- es», en muchos casos,- de su mismo orden =

podemos considerar que existe un número de blancos en los pre-

cursores que resulta común a temperaturas comprendidas dentro

del rango: 42,5-44sC.

Tal como puede apreciarse por los valores obtenidos =

2

en la relación X /")) , la reducción de las colonias en función =

del tiempo de tratamiento hipertérmico, se realiza según lo =

describe el modelo y solamente en las colonias de macrófagos,a

432C se obtiene un ajuste deficiente, que indica una subestima-

ción en los errores correspondientes a las fracciones de super_
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vivencia obtenidos a esta temperatura. En el resto, y muy espe

cialmente para el caso de las colonias de granulocitos, los =

ajustes se consideran muy buenos-.
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Ti K . . T o n

(ac) (min-1) (min) (blancos)

C. Granulocitos

+0,031 +4,40 +2,3
42,5 0,097 10,31 2,1 3,0/5

-0,029 -2,50 -0,3

+0,029 +0,89 +1,5
*O 0,192 5,21 2,3 6,1/6

-0,028 -0,68 -1,0

+0,049 +0,81 +1,4
43,5 0,274 3,65 2,0 3,1/3

-0,050 -0,55 -0,9

+0,144 4-0,50 +5,3
M 0,580 1,72 4,1 2,4/3

-0,129 -0,34 -0,8

C. Macr6fa?os

+0,029 +4,27 +1,1
42,5 0,090 11,11 1,1 4,5/5

-0,025 -2,71 -0,5.

+0,027 +0,70 ¿2,1
0,206 4,85 3,3 15,0/6

-0,026 -0,56 -1,3

+0,080 +1,19 +1,7
43,5 0,297 3,37 1,6 6,7/3

-0,078 -0,72 -0,9

+0,134 +0,24 +4,0-
kh 0»S01 1,25 3,9 - 6,7/3

-0,129 -0,18 -2,0
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o
2

T- £ T n • X /\>

(«C) (min""1) (min) (blancos)

Total Colonias

+0,028 +4,24 +1,3
42,5 0,092 10,87 ' 1,4 • 4,3/5

-0,026 -2,54 -0*7

+0,025 +0,73 +1,6
0,193 5,18 2,9- 9,3/6

-0,024 -0,59 -1,0

+0,055 +0,87 +1,1
43,5 0,279 3,58 1,5 5,V3

-0,054 -0,59 -0,"

+0,129 +0,40 +3,4
44 0,633 1,58 3,0 -• 5,5/3

-0,130 -0,27 -1,7

Tabla 6. Parámetros de supervivencia deducidos - del ajuste de los

datos•experimentales al modelo multiblanco, aplicando -

la corrección del tiempo efectivo de tratamiento.



Figura 6. Curvas do supervivencia obtenidas motilante el contaje de colonias grnnulocíticna
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Figura ?'. Curvas do supervivencia otitenlilns motilante ol contnjo ele colonias macrófagas.
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Figura S. Curvas do supervivoncin obtenidas mediante el contojo del total do las colonias.
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III. k. 5» Representación de Arrhenius. Cálculo de
la Energía de activación»

La relación entrs las velocidades de muerte celular =

(K) y la temperatura, se muestra en la figura 9 , e:n- I a cual =

el logaritmo de la velocidad se representa en función de la in

versa de la temperatura absoluta.

La Energía de activación del proceso, yH , se calculó

a partir de las velocidades obtenidas y mediante la expresión

de Arrhenius para los efectos de la temperatura en procesos =

biológicos i

_ /V2
.=JS. . e

o

Donde

K = velocidad de reaeción a la temperatura T (ab-
soluta )

K = velocidad a To o

/<• = Energía de activación

Puesto que en el tramo exponencial de las curvas de =

supervivencia tan sólo queda un blanco sin inactivar, la velo-

cidad de muerte celular se corresponderá con la de inactivación

de este blanco y análogamente la Snergía de activación calcula^

da, con la de la reacción que conduce a la inactivación.

Como puede observarse, en lugar de representar las =

constantes de velocidad, hacemos referencia a las velocidades de

la reacción que conducen a la pérdida de la integridad reproduje

tiva de la célula, debido a que el factor que juegan las concen

traciones de los reactantes responsables de que ocurra el proc¿

so de inactivación de los blancos es desconocida. Al considerar

a este factor como constante, bajo nuestras condiciones, la re-



-80-

lación entre la constante de velocidad y la velocidad (K),cal-

culada según la cinética de muerte celular, dependerá únicameii

te de otras dos constantes: Constante, de Boltzman y constante

de Plank. Por ello, aunque en la expresión anterior la ordena-

da en el origen resulte indeterminada, la Energía de activación

resultará independiente de que determinemos el valor de la veljo_

cidad o el de la constante de velocidad.

Los valores de la Energía de activación, deducidos de

las velocidades de muerte térmica son.:

X2/V

C. Granulocitos: 216 + 46 Kcal/mol 0,9/1

C. Macrófagos 274 * 38 " 1,6/1

Total colonias 234 + 4l " 1,2/1
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a-
o

•C.Granuloc.
•C. Macrof. .
•Tot.Colonias

0,01
317 0 316,5 316,0 315,5

~

F i.gura 9" Representación de Arrhenius para la velocidad de

muerte celular (K). (Cada trío de puntos, aunque

desplazados respecto al eje de abcisas correspon

den a la misma temperatura).
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III. 4. 6. Curvas de supervivencia celular consideran
do la existencia de un número de blancos =
común, en el intervalo 42,5 - 442C

Con los resultados" obtenidos" hasta este apartado, se =

formularon dos hipótesis:

1. El número de blancos dañados en la céiula (n) es el mismo =

para las cuatro temperaturas estudiadas.

2. Los valores de las velocidades de muerte térmica (K) cumplen

una relación exponencial frente a las temperaturas absolu -

tas a las que se realizaron los tratamientos (Arrhenius).

*
Supuestas ciertas las anteriores hipótesis, se sustitu

yó:

1 M

= l-U-e
FS = 1-

_ „ J/2 (1/T&=& . e oo

1-e o
e

Según esta expresión, todos los datos experimentales

han de ajustarse conjuntamente, obteniendo, por tanto, el núme_

ro de blancos que es necesario inactivar para que, a cualquie-

ra de las temperaturas estudiadas, se pierda la integridad re-

productiva de los precursores.

La tabla 7 muestra los parámetros obtenidos del nuevo

ajuste.

Las figuras 10, 11 y 12, representan las curvas de su-

pervivencia ajustadas según el nuevo modelo.

En el caso de las colonias de macrófagos, el ajuste p_a_

rece verse afectado por la subestimación en los errores de las

fracciones de supervivencia correspondientes a la temperatura =
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de 432C. Para granulocitos y el-total de las colonias, el ajus_

te a este nuevo modelo se considera muy bueno.
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2
19 ,9/25

(ec) (min" ) (min) (blancos) (Kcal/mol)

C. Granulocitoa

42,5 0,117 8,55

43,0 0,191

43,5 0,314

44,0 0,513 1,95

C. Macrófagos

42,5 0,104 9,57

^3,0 0,192 5,20 + O f ? + 9 f 6

1,9 243 45,8/25

43,5 0,353 2,83 • ~ 0 > 5 ~Sf9

44,0 0,647 1,54

Total colonias

42,5 0,101 . 9,86

,2. ,9,0
1,9 22Í* 28,6/25

43,5 0,311 3,21 -°»5 -8,5

44,0 0,543 1,84

Tabla 7. Parámetros de supervivencia deducidos del ajuste conjunto
de los resultados experimentales obtenidos entre 42,5-449(



Figura 10. Curvos tle supervivencia resultantes del «juste conjunto do laa fraccioiiea de
supervivencia obtenidas a loa cuatro tempera turna, Coloniaa de gramilocitoa.
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Figura 11 . Curvan do supervivencia resultantes del ajuste conjunto de las
supervivencia obtenidas a las cuatro temperaturas. Colonias do

fracciones da
macr¿fagos.
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III. 4. 7. Cálculo de la Entalpia, Energía libre y
Entropía de activación.

Obtenidos los valores de la Energía de activación del

proceso que conduce a la pérdida de la integridad reproductiva

de la célula, es posible determinar otros parámetros termodiná_

micos :

Entalpia de activación:

Los valores de la Entalpia, obtenidos según la expresión =

£H*= E - R.T, son

el

Colonias Granulocitos 196,7 Kcal/mol

Colonias Macrófagos 242,5 "

Total Colonias 223,5 "

Energía libr.e de activación:

Dados los valores de las velocidades de muerte, se calcu -

laron los valores de AG" según la expresión de Eyring:

K = (k.T/h).e " A G / R* T , donde

K es la velocidad de muerte a la temperatura T

k es la constante de Boltzman

h es la constante de Plank

T& (2C)

42,5

43,0

43,5

44,0

AQ~(Kcal/mol)
C.Granuío c i t o s

17,3

17,1

16,8

16,5

AG3(Kcal/mol)
C.Macrófagos

17,5

17,2

18,7

16,4

AG. (Kc al/no 1)
• Total colonias

17,4

17,1

16,8

16,5



-89-

Entropía de activación:

Según la expresión AS = (AIT - AQ )/T, se obtiene el va-

lor" de la Entropía de activación, que resultar

Colonias Granulocitos 5^8,3 U.6.

Colonias Macrofagos 713,3 U.e.

Total Colonias 652,2 U.e.

( A semejanza de lo que ocurre con el An no se espresan

los resultados en función de las cuatro temperaturas por

resultar redundantes)



-90-

. III. 4. 8. Reparación celular del daño subletal acumu-
lado .

Con la finalidad de comprobar la capacidad de reparación

del daño subletal termoinducido en el precursor G-M de CDA,hemos

fraccionado en dos un tratamiento hipertérmico cuya mortalidad =

se habla determinado.previamente.

Si efectivamente es posible la reparación del daño, la

mortalidad producida por el tratamiento fraccionado será inferior

a la que corresponde a una exposición única.

En el contexto de la teoría del blanco, se considera que.

las células pferden su integridad reproductiva cuando todos sus =

blancos resultan inactivados. Si como consecuencia de la primera

mitad de un tratamiento de hipertermia, la fracción de supervi -

vencia celular corresponde a la región exponencial de la curva =

de supervivencia (n-1 blanco dañado por célula "viva"), la inac-

tivación de cada blanco en la segunda mitad, originará la pérdi-

da de la viabilidad de una célula. Sin embargo, si entre ambas =

fracciones se mantiene a las células en condiciones que permitan

su reparación, cuando se inicie la segunda exposición, los blan-

cos inactivados de las células "vivas" quedarán reparados y, por

tanto, al existir ahora células con mas de un blanco activo,será

posible que parte del daño que reciban en la segunda mitad del =

tratamiento sea de nuevo acumulado. Por esta razón, una forma de-

determinar experimentalménte la capacidad de reparación celular*

es aquella en la que se mide la supervivencia en función del ' =

tiempo de reparación entre un tratamiento fraccionado.

El tratamiento hipertérmico que ha sido fraccionado co—
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rrespon.de a una exposición de 17 minutos a la temperatura de

Como condiciones de reparación se ha mantenido a las células a =

2^2C por un periodo comprendido' entre O y 6 horas 30 minutos.

PROTOCOLO

17' (^32C) —•8'3O» (432C) + Reparación (2̂ flC) + 8'3O" (k3QC)

18' (43flC) —•'9 f3O" (432C) + Reparación (242C) + 9'3O" (¿¿32C)

En las figuras 13", 1-4" y 15 se pone de manifiesto el au-

mento de la supervivencia celular como consecuencia de la repara^

ción del daño acumulado en el primer tratamiento (puntos negros).

A partir de un periodo próximo a tres horas de reparación, la su

pervivencia parece estabilizarse, lo que indicaria que ya todos

los blancos lesionados de las células viables se encuentran de =

nuevo activos.

Los puntos claros, considerados como control, muestran

la supervivencia de los precursores tratados con exposición úni-

ca y mantenidos posteriormente a 24&C.

Estos resultados ponen de manifiesto la capacidad de r_e_

paración del precursor común o de los posibles "determinados",lo

que, por otra parte, también es prueba de la multiplicidad de =

sus blancos ante la hipertermia.

Tiempos' que. fueron cronometrados, como- consecuencia, del

retardo de 1 minuto en el tiempo de tratamiento efectivo, debido

a la subida de la temperatura de la suspensión desde 2k a ¿O°C.
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3 4 5 6

fiempo Reparación (HORAS)

Figura 13. Representación de la reparación celular al fraccio-
nar en dos un tratamiento de 17 minutos a 432C. En
abcisas, tiempo de reparación a 2¿£üC entre los trata_
mientos fraccionados. Colonias granulociticas.
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Figura 14-• Representación de la reparación celular al £racci_o_
nar en dos, un tratamiento de 17 minutos a 432C. =
En abcisas, tiempo de reparación a 2^2C entre los
tratamientos fraccionados. Colonias de macrófagos.
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3 4 5 6
Fiempo Reparación (HORAS)

Figura 15 • Representación de la reparación celular al fracci£
nar en dos un tratamiento de 17 minutos a 432C. En
abcisas, tiempo de reparación a 24QC entre los -tra_
tamientos fraccionados. Total de colonias.
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IV. 1. Método de cultivo y clasificación de las colo-
nias .

El. método de cultivo que hemos: elegido para el trabajo

es una modificación del descrito por Qordon (1974).

Esencialmente, consiste en inyectar en el interior de

unas cámaras que permiten el flujo de líquidos pero no de célu-

las, una suspensión preparada a partir de médula ósea de ratón,

que incluye también una solución de agar.

La implantación intraperitoneal de las cámaras en los

ratones hospedadores- permite la multiplicación celular, y debi-

do a la gelificación del agar aparecen,tras los distintos dias

de cultivo agrupaciones que contendrán un número mayor o menor c.

de células dependiendo del estado de maduración de la que proljL,

fere.

De los resultados extraídos de la bibliografía, dedu -

cimos que para considerar a una agrupación celular como la ex-

presión de un precursor, deberá de contener, al menos, un nú-

mera próximo a- ̂ 0 células (y es- denominada colonia; si no llega

a este número, se llaman "clusters").

Por tanto, a través de la cuantificación de las colo-

nias, es posible dsterminar los precursores con actividad proli-

ferativa, que existen en las cámaras.

Una vez finalizado el período de cultivo, Gordon extrae

las cámaras de los ratones hospedadores y retira el filtro Mi -

llipore que cubre uno de sus costados, para realizar en estas =

condiciones el contaje de las colonias. Nosotros, en lugar de =

retirar el filtro, despegamos la lámina de acetato que cubre el
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otro costado, con lo que el gel de agar se mantiene intacto.

Por otra parte, en lugar de realizar los contajes di -

rectamente, teñimos las colonias, añadiendo unas gotas de Giem-

sa, adecuadamente filtrado, sobre las cámaras ya abiertas. Con

ello, se consigue cuantificar e identificar más fácilmente las

colonias formadas.

La clasificación de éstas, según el grado de empaqueta^

miento de sus células, tal como señala Metcalf (1971) ha sido =

sustituida. Este autor clasifica ' a las colonias en tres tipos i

compactas, dispersas y mixtas. Las células componentes de las =

colonias compactas, indica, resultan en su mayoría granulocitos,

las de las dispersas, macrófagos, y las células de las colonias

mixtas (compactas en el centro y dispersas en la periferia) son

una mezcla de ambas células.

En nuestros cultivos, una vez realizadas las tinciones,

observamos dos tipos de colonias fácilmente distinguibles. En =

unas, las células presentaban un tamaño muy elevado ( a 40 mi-

eras) y en las otras, a los 40 X con que-se realizaron los con-

tajes, las células parecían mucho más pequeñas ( * 10 mieras).

Posteriormente, mediante el estudio de cada uno de los tipos de

las colonias, a 1250 X, se observó que, independientemente del

empaquetamiento que presentaran, las colonias compuestas por céj

lulas pequeñas eran" de"tipo granulocitico, mientras que las =

que contenían células de tamaño superior eran de macrófagos.•

A pesar de que nuestro criterio de clasificación no es

el seguido por Metcalf, hemos de considerar que la mayoría de =

las colonias dispersas que observamos, estaban constituidas por
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células grandes e igualmente las colonias compactas por células

pequeñas, por lo que, en principio, el número de colonias granu

lociticas y macrofagas contadas resultaría el mismo, independien

temente del criterio de contaje.

Sin embargo, y puesto que han sido descritas variacio-

nes en el empaquetamiento de las colonias (consecuencia de la =

utilización de los distintos sueros constituyentes del medio de

cultivo y de la naturaleza del sistema alimentador, en cultivo

"in vitro"j Metcalf, I967), pensamos que de no estudiar todo el

contenido de la cámara en el microscopio con alta- resolución, =

mediante una técnica que permita la desecación del agar sin al-

terar las colonias, nuestro criterio de clasificación resulta =

más seguro.
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IV. 2. El precursor G-M de CDA. ' ' •

Desde los primeros días de cultivo y a lo largo de las

numerosas experiencias que hemos realizado, la mayoría de las =

colonias que aparecieron fueron puras; es decir, sólo d-e granu-

locitos o sólo de macrófagos, con una proporción aproximada de

colonias mixtas de ambas células de tan sólo un 5 %• Ello puede

indicar, a diferencia de lo que ocurre en otros cultivos, en =

donde el porcentaje de colonias mixtas es superior (Metcalf y

Moore, 1971)» que el precursor que prolifera en la cámara de di__

fusión de. agar. ya. está, determinado ,..„bien a originar la serie =

granulocxtica o bien la macrófaga, pero no ambas a la vez. Aun-

que no dudamos del correcto procedxmiento de dispersión de la =

médula ósea utilizado por otros autores, nos parece interesante

destacar la importancia de este factor, puesto que en el caso =

de dispersiones insuficientes, la probabilidad de que un precur

sor granulocítico"se encuentre junto a otrortmacrófagonaumenta y

por ello, tras el cultivo, aparecerán colonias puras mezcladas

que se considerarán como mixtas y procedentes de un precursor

común. En nuestro caso, la dispersión de las células fue siem-

pre comprobada por observación directa de alícuotas de la sus-

pensión en el microscopio, antes de procederse a la siembra.

A pesar de que, efectivamente, en nuestras cámaras, c_a_

da colonia pura puede ser la expresión de un precursor "determi^

nado" (granulocito o macrófago), hemos de tener en cuenta tam -

bien, la posibilidad de que el precursor granulocito-macrófago

común se exprese en ocasiones mediante la línea granulocxtica y

en otras mediante la macrófaga, dependiendo de las necesidades
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del organismo o de las condiciones particulares del cultivo.

En conclusión, podemos decir que el número tan reduci-

do de colonias mixtas que aparecieron a lo largo de las experien

cias, nos sugiere que sea cierta la hipótesis de que, tanto' la

linea granulocítica como la macrófaga, posean sus precursores =

"determinados", aunque este hecho no puede ser considerado tam-

poco como prueba definitiva de que así suceda.

Por la importancia que representarla llegar a conocer

el comportamiento de cada uno de los precursosres "determinados",

si" llega a demostrarse que éstos quedan expresados en las colo-

nias puras, el trabajo ha sido realizado en su totalidad, como

se ha podido ver,atendiendo a las colonias de granulocitos y de

macrófagos independientemente y, por otra parte, al tota1! de =

ellas.

Aunque no ponemos en duda la existencia de un precur -

sor granulocítico-macrófago común, si con el tiempo queda prob_a

do que éste se expresa únicamente en forma de colonias mixtas,

todos- los datos que- se -presentan en el. traba-jo- referentes a las

colonias granulociticas corresponderán al precursor granulocít¿

co y de manera análoga, con las colonias de macrófagos.
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IV. 3« Evolución de las colonias en el tiempo.

La evolución del número de las colonias que se forman

a los distintos días de cultivo aparece representada en la fi-

gura 2» Tal como puede apreciarse, mientras que las colonias =

granulocxficas alcanzan su número máximo a los cinco dias de

cultivo, el número de las colonias de macrófagos a los ocha =

días, todavía continúa aumentando.

Suponiendo que cada uno de estos tipos de colonias re-

presente a su precursor "determinado", granulocítico o macrófa-

go, todos los precursores granulocíticos que proliferen aparece_

rán expresados como colonias granulocí ticas, mientras que proba_

blemente algunos precursores de macrófagos no lo hagan en un p_e_

ríodo de ocho días. Así, pues, podemos hacer una estimación de

los posibles "precursores granulocíticos"que existen en las cé-

lulas de médula sembradas y también del número mínimo de "precur

sores de macrófagos".

El hecho de que una colonia granulocítica pueda formar_

se y posteriormente se desintegre antes del quinto día de cul-

tivo, o una de macrófagos antes del octavo, es considerado como

muy improbable.

Según estos criterios, hemos obtenido en las experien

cias realizadas, un promedio de 1 "precursor granulocítico" por

cada 4.400 células de médula, mientras que para el "precursor

de macrófagos", al menos 1 por cada 1000 células. Sin embargo,

como la existencia de tales precursores no está demostrada y =

puesto que muchas opiniones están en favor de considerar sólo

la existencia de precursores G-M comunes, hemos realizado una
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estimación de éstos, mediante el número máximo de todas las c_o_

lonias que se forman. Así obtenemos que deberá existir un míni

mo de 1 precursor G-M común" por cada S00; células de médula =

ósea.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por

distintos autores, que utilizan diferentes técnicas de cultivo

y animales de experimentación:

Steinberg (1976): El número máximo de colonias granu-

locíticas aparece al cuarto día de cultivo, obteniendo un ren-

dimiento de 1 colonia (1 precursor granulocítico) por cada =

4.000 células de médula. Utiliza un sistema de cultivo en cáma_

ra de difusión con coágulo de fibrina.

Niskanen y Cline (1979) obtienen 1 CFÜ-C y 1 CFU-D-G

por cada 1000 y 700 células de médula, respectivamente, siendo

más rápida la proliferación en la cámara de difusión, donde se

obtÉne un máximo de colonias a los cuatro días.

Gordon (197^): Su técnica, utilizando cámara de difu-

sión de agar, fue la utilizada para este trabajo. Obtiene 1 =

precursor granulocítico-macrófago por cada 1000 células de mé-

dula, a los nueve días de cultivo.

Verma (1979): Cultivo "in vitro" de médula humana. =

Cuanti'fica 1 CFU-C por cada 1.300 células a los siete días.

Bradley (1966): Obtiene para CFC a diez días de culti_

vo 1 colonia por cada 500 células de médula.

Goud (1975): Mediante cultivo en tubo Leighton obtie-

ne 1 "precursor de macrófagos" por cada 900 células de médula.
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Estos hechos parecen indicar que, independientemente =

de la técnica utilizada, las colonias de granulocitos aparecen

como una primera onda que alcanza su numero máximo entre los =

cuatro y siete días de cultivo, mientras que las colonias de ma

crófagos evolucionan mucho más lentamente.

La estimación del número de precursores G-M comunes en

médula, a través del número total de colonicas granulociticas,

macrófagas y mixtas que se forman, es muy similar entre los tra_

bajos revisados y próximo en la mayoría de ellos al valor míni-

mo determinado por nosotras-.- Igualmente, hemos encontrado valo-

res semejantes en el número de los posibles precursores granul_o_

cíticos y macrófagos "determinados", según las colonias puras =

que aparecen.

Pese a que la evolución de las colonias en el tiempo =

ha sido descrita por numerosos autores y en la mayoría de los =

casos el comportamiento ha resultado muy similar al que nosotros

exponemos, todavía existe cierto confusionismo sobre la cinética

del proceso. El motivo de ello deriva de los trabajos de. Met

calf, al observarla formación de'pequeños "clusters" de macró-

fagos a partir de granulocitos inmaduros extraidos de las colo-

nias granulociticas que se forman a los dos días de cultivo =

(Metcalf, 1971).
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IV. k. . Estudio de la correlación entre el número de
células sembradas y las colonias contadas a
los cinco dias de cultivo.

La representación de las células que fueron sembradas

y las colonias contadas a cinco días de cultivo (Figura 3 ̂  indi_

ca la existencia de una correlación lineal entre ambas, dentro

de los márgenes estudiados.

Un aumento en el número de colonias por cámara llega a

originar solapamientos entre ellas, por lo que de realizarse el

contaje en estas condiciones, los resultados quedarían subesti-

mados. •

Sin embargo, en las experiencias en que se sometió a =

las células a un tratamiento letal muy elevado, el número ini-

cial de éstas se incrementó considerablemente y, a pesar de =

la pérdida de viabilidad, aquellas células más diferenciadas, =

por poseer una menor termo y radiosensibilidad, se encontrarán

en mayor número.

Algunos autores han estudiado el efecto que pueden eje£

cer los productos diferenciados sobre el desarrollo del cultivo

en este tipo de poblaciones, encontrando en ellos cierta acción

inhibitoria (Willemze, 1978; Sheldom, 1978). Aún siendo así, dî

cho efecto no alteraría los valores de nuestras velocidades de

muerte celular, puesto que en todas estas experiencias se utili_

zó un lote control que contenía la misma concentración que el =

resto de los lotes y cuya supervivencia se había determinado =

previamente.

La existencia de una relación lineal entre las células
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de médula sembradas en las cámaras de difusión y las colonias =

que se forman, permite, en lo sucesivo, evaluar el efecto de la

hipertermia sobre la viabilidad de los precursores, mediante

la cuantificación de las colonias.
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IV. 5 • El modelo muí tibí anco de 1 impacto en el ajus
te de las curvas de supervivencia.

Muy numerosos- son los modelos publicados sobre la cinj^

tica de muerte o inactivación celular producida por distintos =

agentes. Gran parte de ellos, utilizan expresiones matemáticas,

según las cuales el aspecto de las curvas de supervivencia re-

sulta muy similar al deducido de la teoría de blancos, pero con

alguna pequeña modificación que conlleva implicaciones teóricas

muy distintas.

Dentro, de la teoría del blanco, las principales dife- —

rencias surgen de considerar que la muerte de un organismo se =

produce como consecuencia de inactivar 1 solo blanco o varios

de ellos, mediante 1 solo impacto o por varios impactos por =

blanco (Pizzarello, 196?; Okada , 1970). Sin embargo, otros mu-

chos modelos han ido apareciendo (Payne y Garre^,1975j Elkind,

1977; Watson, 1978; Michaels y Hunt, 1978; Garret y Payne,1978,

Tommasino y col., 1979; Hoti y Henle, I98O; Domon, I98O).

Tres,han sido los criterios por los cuales hemos esco-

gido el modelo teórico-matemático de blancos: multiblanco de 1

impacto, para explicar el comportamiento de las células ante =

los tratamientos de hipertermia :

1. Los parámetros obtenidos directamente del ajuste =

de los datos experimentales al modelo teórico (T r K y n) son

de un considerable significado biológico.

2- Este modelo es él más ampliamente utilizado por =

distintos autores, por lo que nuestros datos van a resultar fá-

cilmente comparables con los parámetros de supervivencia obteni_
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dos en distintas lineas celulares.

3« El intento por escoger entre uno y otro modelo, =

atendiendo a la calidad del ajuste de nuestros datos de supervi^

vencia a cada uno de ellos, no tendría objeto. Mientras que con

cinco-diez puntos para cada curva se obtienen unos valores de =

significación aceptados, este número de puntos se consideraría

ínfimo para tratar de dilucidar por este procedimiento el mode-

lo a elegir. Recordamos que las diferencias entre las formas de

las curvas de supervivencia que definen los distintos modelos =

son escasas y que tan solo se presentan en alguna parte de la =••

curva.

En resumen, podemos decir que por su gran difusión,que

nos permite comparar nuestros resultados con los de otros auto-

res, y por su considerable significado biológico, el modelo mul_

tiblanco de 1 impacto resulta muy adecuado para este tipo de =

estudios.
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IV. 6. Efecto de la hipertermia sobre la viabilidad =
proliferativa del precursor S-M de CDA.

Antes de realizar la corrección de los tiempos de tra-

tamiento, ya se pone de manifiesto la calidad de los ajustes de

las fracciones de supervivencia experimentales, al modelo teóri^

co de raultiblancos (Tabla 2). En el caso de las colonias de ma-

crófagos, y fundamentalmente a 43^ C, el ajuste, sin embargo, =

fue más deficiente, quizás debido a su aspecto disperso que los

hace fácilmente confundibles con los "clusters", tal como indi-,

cábamos anteriormente. Pese a ello, considerando las curvas en

su conjunto, los ajustes se pueden considerar muy buenos.

Como consecuencia de la subida gradual de la temperatu^

ra de la suspensión celular, al iniciarse la exposición hiper -

térmica, se observa en todos los casos un retraso en el tiempo

efectivo de tratamiento, que resulta próximo a dos minutos. Es-

te período fue descontado de los distintos tiempos cronometra -

dos, lo que originó un descenso de los números de extrapolación

de las curvas de supervivencia calculados (blancos), sin que se

modificaran significativamente los valores de las velocidades =

de muerte celular (Tablas 2 y 6).

Corregidos los tiempos de exposición hipertérmica, se

obtienen así les parámetros característicos del precursor G-M o

incluso de los posibles "determinados" para cada línea, si es =

que realmente éstos son expresados en las colonias puras de gra_

nulocitos y de macrófagos.

Los valores del T (Tiempo que reduce la supervivencia

de la población a un 37 % en el tramo exponencial) obtenidos a
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las cuatro temperaturas ponen de manifiesto la elevada termo -

sensibilidad de las células. Tabla 6-

A pesar de que las fracciones de supervivencia corres-

pondientes a las colonias de macrófagos fueron en la mayor par-

te de los casos inferiores a las obtenidas para las colonias de

granulocitos, no puede decirse que en el conjunto de las cuatro

temperaturas existan diferencias significativas en cuanto a los

valores de T o n entre ellas,o

Este hecho nos impide formular una hipótesis sobre la

existencia- de los precursores "determinados", en base a su com-

portamiento frente a la hipertermia, puesto que si bienres cier_

to que de haberse encontrado diferencias significativas en su

respuesta, se obtendría una prueba clara de que existe un pre -

cursor granulocítico y otro macrófago, no lo es menos esperar -

que por su similitud en el estado proliferativo, el comporta -

miento ante la hipertermia sea el mismo.

Cuando se consideran los parámetros que se deducen del

contaje del to-tal de las colonias, se les puede dar a éstos un

doble significado. Por una parte, en el caso de que, efectiva -

mente, cada tipo de colonias exprese a su precursor "determina-

do", se obtendría el valor medio de los que corresponden al pre_

cursor granulocxtico y macrófago. De no ser asi, los parámetros

calculados, corresponderán al precursor G-M común.

Cuando nos referimos a nuestros resultados, al compa -

rarlos con los obtenidos por otros autores, en distintas líneas

celulares, lo hacemos siempre sobre los que se deducen del con-

taje del total de colonias, por parecemos éstos los más repre-
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sentativos, dado que el precursor G-M común tiene mayor recono-

cimiento que los "determinados",entre los autores.

La Tabla '8. muestra los valores del T correspondientes

a diversas lineas celulares a distintas temperaturas. En ella,

podemos observar la gran termosensibilidad del precursor G-M de

CDA, que resulta del orden de treinta y cinco veces más sensi -

ble que las células de riñon de cerdo, PK (Harris, 1967)* vein-

te veces más que las células Hela (Roti Roti y col. , 1979? Ser_'

ner y Schneider, 1975)? trece veces más que las células de pul-

món de. hámster chino, CHL. (Johnson y Pavelec.,. 1972, Robinsxjn y

Wizemberg, 197^)j cinco veces más que las células 9L (Ross-Rive_

ros y Leith, 1979) y de tres a cinco veces más que las células

de ovario de hámster chino, CHO (Westra y Dewey, 1971j Bauer y

Henle, 1979).

Son de destacar las diferencias entre la termosensibi-

lidad de una determinada línea, en estudios realizados por dis-

tintos autores, especialmente en el caso de CHL y CHO, en donde

resultan del orden de un 100 %. En algunas ocasiones estas va -

riaciones en el comportamiento celular han sido achacadas a por

sibles diferencias en el medio de cultivo y más probablemente =

en el suero utilizado (Raaphorst y col. , 1979).

En la Tabla también aparece una célula:CFU-CD, que si

bien puede ser distinta al precursor G-M de CDA, es también pre_

cursor de granulocitos y demacrófagos y, por tanto, íntimamente

relacionado con éste. Como puede apreciarse en la Tabla, los va_

lores de termosensibilidad calculados por Elkon son muy infe -

riores a los que nosotros hemos determinado.



-111-

Entre las células cepa en las que se han realizado es-

tudios de termosensibilidad, se encuentra la CFU-s de tipo plu-

ripotente y "que origina., por'tanto los; precursores" GM "de- CDA.

Los estudios de su termosensibilidad,realizados en =

nuestro laboratorio, se han llevado a cabo mediante una técnica

muy diferente a la nuestra, que consiste en la administración =

por vía endovenosa de una suspensión de médula, en ratón esteri_

lizado mediante irradiación letal. Las CFU-s quedan expresadas

por la formación de grandes colonias en el bazo de ratones. Tal

como puede verse en la tabla,aunque algo menos termosensible,pre_

senta un comportamiento semejante al del precursor G-M de CDA.

De manera análoga, la célula cepa de intestino es tam-

bién muy termosensible, por lo que parece que en el contexto de

los resultados carrepondientes a los precursores celulares de =

tejidos,, los obtenidos por Ellcon resultan en cierto modo contra

dictorios.

Elkon (1981) utiliza en su trabajo el método de Benes-

tad (1970)5 según el cual se irradia a los ratones hospedadores

con 5 Gy para estimular la proliferación celular, recogiendo =

las cámaras de difusión a los siete días de cultivo. Este autor

considera la proliferación relativa, semejante a la fracción de

supervivencia determinada por nosotros, como la relación entre

la proliferación celular en lotes tratados y la proliferación =

de las células mantenidas a 252 C consideradas como control. A

nuestro juicio, la estimación de los efectos producidos en los

precursores es siempre mejor en aquellas técnicas que cuantifi-

can las colonias que se forman; puesto que se realiza una medi-
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da más directa de la integridad reproductiva de éstos. Sin em-

bargo, y a pesar de que efectivamente sus resultados no encajan

con! los- obtenidos por otros autores, no'podemos tampoco acl¿

rar a qué pueden deberse tales diferencias. '

Resulta de gran interés destacar que las únicas células

mas termosensibles que el precursor G-M de CDA, que hemos encon

trado en la bibliografía, son las células L1210 procedentes de

ratón leucémico. La posibilidad de que las células leucémicas =

presenten una termosensibilidad selectiva podría justificar el

estudio de los efectos déla hipertermia en el precursor: G-M-

de CDA en donadores a los que se les induzca una leucemia mié -

loide.

De todos, los resultados expuestos, puede concluirse =

que, independientemente de que en nuestros cultivos proliferen

precursores G-M comunes o "determinados", éstos poseen una gran

termosensibilidad, que resulta incluso superior a la obtenida =

para CFU-s ( a 1,5-veces) y la célula cepa intestinal ( Ü 2,5 ve-

ces).
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C3Hf ' : : :

Urano,80 - 12,2

Inteijt.

Huma,79 - - 103 15,5 7 5,5 3,5

CFU-a

Maganto,80 - - 32,3 - 8,9 - 2,8 - 1,6

Bueren,82 - 10,8 5,2 3 , 6 1 , 6 - - -

¿12 lo

Dowden,81 - - . - - . 3,5 - 1,5

Tabla 8-. Valores del T correspondientes a diversas líneas celulares a distin
o *

tas temperaturas.
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IV. 7« Hipótesis de un número común de blancos.

Una vez ajustadas la fracciones de supervivencia co --

rrespondientes a las temperaturas de 42,5 , 43, ^3,5 y 44s C al

modelo multiblanco, se obtuvieron los valores del número de «

blancos que deberían ser inactivados para producir la muerte ce_

lular a cada temperatura.

Según el contaje de las colonias granulocíticas, este

número varía entre 2 y 4,1. El contaje de las colonias de macró_

fagos indica un valor entre 1,1 y 3i9, y resulta entre 1,4 y

3 blancos para contajes del total de colonias.

Puesto que en muchos casos, el error de cada uno de ej_

tos valores es de su mismo orden, las diferencias entre el núme_

ro de blancos a las distintas temperaturas no se pueden consid_e_

rar en ningún caso significativas, sino que, por el contrario,

más bien parece que se encuentran tan próximos que expresan la

existencia de un número de blancos a la hipertermia que es co-

mún dentro del intervalo: 42,5 a 44s C.

Supuesto é*sto, se realizó un ajuste de todos los datos

experimentales de supervivencia obtenidos a las cuatro temper_a

turas. El ajuste nos permite conocer el número de blancos celu-

lares responsables de la muerte por hipertermia en el intervalo

estudiado, así como también el valor de la Energía de activa -

ción, suponiendo la existencia de un número de blancos común.

Los ajustes al nuevo modelo resultan muy buenos y pue_s_

to que el número de datos que intervienen en ellos es muy supe-

rior a los casos en los que se ajustaban las fracciones de su-
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pervivencia de cada temperatura independientemente-, aumenta =

considerablemente la confianza de los parámetros. Únicamente, =

en el caso de las colonias de macrófagos, los ajusten parecen =

verse afectados por la subestimación de los errores de las fra_c_

ciones de supervivencia observadas previamente a 432 C.

El valor que toman los parámetros que definen el com-

portamiento del precursor G-M de CDA ante la hipertermia median

te este método (Tabla 7) son en la mayor parte de los casos muy

similares a los determinados mediante el ajuste independiente a

cada temperatura (Tabla 6) y en el caso del número de blancos =

(2,8 ;li9 y 1*9 para colonias de granulocitos, de macrófagos

y el total de las colonias, respectivamente) resulta ser, ade-

más, próximo al valor medio de los anteriormente calculados.

De los resultados expuestos, puede deducirse que las =

hipótesis propuestas, entre ellas la existencia de un número C£

mún de blancos, entre 42,5 y 442 C, tienen el suficiente apoyo

como para que sean consideradas válidas.
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IV. 8. Reparación del daño subletal acumulado.

La existencia del hombro inicial que poseen las curvas

de supervivencia (Figuras 6-8 y 1O-12 ) pone de manifiesto la c¿

pacidad celular para acumular cierta "cantidad" de daño suble -

tal.

Mediante el fraccionamiento de un tratamiento hipertér_

mico, hemos comprobado que, a su vez, las células pueden reparar

este daño. Ello se pone de manifiesto en las figuras 13, 1^ y =

15-", en donde se observa la disminución en el efecto letal oca —

sionado por la hipertermia como consecuencia del fraccionamien-

to en dos de una exposición hipertérmica, manteniendo entre am-

b~>s, a las células a 242 C.

A medida que el número de blancos en las células es ma_

yor, su capacidad de acumulación aumenta y, por tanto, la repa-

ración del daño subletal también. En nuestro caso, resulta evi-

dente el fenómeno, que parece ser máximo a partir de la segunda

o tercera ho.ra a 2¿t2 C.

También se expresa la exis.tencia de una multiplicidad

de blancos en el precursor,en correspondencia con los resultados

obtenidos en el apartado anterior, puesto que si las células tu

vieran tan sólo 1 blanco,no .serla posible su reparación-."'

El fenómeno descrito a 2^2 C es de suponer que se pro-

ducirá en mejores condiciones a 372 C y, por tanto, en condici_o_

nes fisiológicas es posible que se produzca la reparación en me_

nos tiempo. Por esta razón, pensamos que a cinco días de culti-

vo, el número de células que puede originar un precursor suble-
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talmente dañado o uno sin dañar es el mismo, tal como se indica^

ba anteriormente.
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IV. 9« Implicaciones temodinámicas deducidas de la ci
nética de muerte celular»

IV. 9« !• Consideraciones previas.

Con la finalidad de interpretar el efecto de la tempe-

ratura en los procesos biológicos, Crozier y colaboradores, en-

tre 1924 y 1926, llevaron a cabo una serie de estudios y presen

taron una teoria que, entre otros, comprende los siguientes pun

tos: 1) Una serie catenaria de reacciones, cada una con un va_

lor de energía de activación definido, característico de la'tem

peratura, tiene lugar en todos los procesos biológicos; 2)_̂  El

proceso global está determinado, dentro de un determinado rango

de temperaturas, por la reacción limitante; 3)A partir de una

temperatura crítica, el control puede ser llevado a cabo por =

una reacción limitante distinta, apareciendo un codo en las pen

dientes de las rectas, de la representación de Arrhenius; y k) =

Las correspondientes reacciones limitantes"en los diferentes =

procesos biológicos (respiración, locomoción, ...) podrán ser

determinados, por la correspondencia de los valores, de la. Ener -

gía de activación (Johnson y col., 1964).

El examen de diversos procesos revela que, independien^

temente de su complejidad, prácticamente siempre existe un ran-

go de temperaturas en el cual la relación entre la temperatura

y la actividad obedecen a la ecuación de Arrhenius.

Al igual que ocurría con la velocidad de los latidos =

del corazón, otras funcionas muy diversas, tales como la veloci_

dad de deslizamiento de los insectos o incluso otras tan compl_f_

jas como el funcionamiento de cerebro humano han encontrado una
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relación con la temperatura en las coordenadas de Arrhenxus.

La disminución de la supervivencia celular como conse-

cuencia de una exposición hipertérmica, se observó en distintas

lineas celulares que también mantenía una relación exponencial

frente al inverso de la temperatura absoluta de tratamiento y =

han sido muy numerosos los trabajos que se han efectuado sobre

estudios termodinámicos de este tipo, en muchos casos dirigidos

hacia la identificación del blanco celular a la hipertermia (Ha_

rris, 1967; Westra y Dewey, 1971; Johnson y Pavelec, 1972; John

son, 197^; Serweck y col..,, 1975; Harisiadis y col.,. 1975; Ger-

ner y Schneider , 1975? Devrey y col., 1977; Laundry y Marceau,

1978; Ross-Rivero y Leith, 1979; Bauer y Henle, 1979; Henle y =

Dethlefsen, 1980; Elkon y McGrath, 198D.

IV. 9. 2. Estudio termodinámico en la teoría del blanco

Tal como se describió en la introducción, a tiempos =

cortos de tratamiento, existen células que poseen todos los =

blancos dañados, células con algún blanco sin dañar y otros da-

ñados y también células que tienen todos sus blancos intactos.

A medida que aumenta el tiempo de tratamiento, se va incrementan

do el número de células con los blancos dañados, hasta un momeii

to a partir del cual se observa que la curva de supervivencia =

es ya exponencial. Esto indica que las células se comportan a =

estos tiempos como organismos monoblanco , en donde cada impac-

to en un blanco origina la muerte de una célula. Por tanto, y =

siempre a tiempos en los cuales la mortalidad mantiene una rel¿

ción exponencial con el tiempo de tratamiento, la cinética de



-121-

inactivación de los blancos se corresponderá con la de la pérdi_

da de la integridad reproductiva de.las células.

Esta es la razón por la que los resultados obtenidos =

en procesos de inactivación térmica en enzimas, ácidos nucleí -

eos, etc. (candidatos a blancos celulares por hiperteraiia) pue-

den compararse con los obtenidos del estudio de la mortalidad =

celular.

En la figura 9>* se representa el logaritmo de las vel^

cidades de muerte frente a la inversa de la temperatura absolu-

ta de tratamiento (Representación de Arrhenius). Queda clara la

existencia de un tramo recto "único", que indica que a estas =•

temperaturas no existe ningún cambio de blancos.

Mediante la expresión de Arrhenius se puede deducir el

valor de la Energía de activación característico del proceso y

que se corresponderá con el de la inactivación de los blancos.

A su vez, estos valores resultan similares a los obte-

nidos sn el ajuste conjunto de todas las fracciones de supervi-

vencia al nuevo modelo propuesto (Tabla 7)•

IV. 9• 3• Estudio comparado de los parámetros termodi
námicos obtenidos según la cinética celular
con los que se deducen de la inactivación =
de las moléculas "in vitro".

El valor de la Entropía de activación correspondiente

a la reacción que conduce a la inactivación del blanco y según

la cinética de muerte celular, ha sido 652 u.e~. Este A S só-

lo puede ser explicado como consecuencia de variaciones muy im-
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den: 19 Kcal/mol en la pérdida de la infectividad del ARN del s

virus del mosaico del tabaco por calor (Ginoza, 1958), por lo =

que según estos criterios es también descartado como blanco.

Los resultados anteriores pueden indicar que- la =

muerte celular por hipertermia se produce como consecuencia de

la desnaturación de una proteina, ya en la formación de su esta_

do activado.

Jonñson (197^) considera que el Z\H puede ser inter -

pretado como la suma de las energías de los enlaces rotos en el

proceso de la formación del estado activado y que, por tanto, d_a_

dos los valores de ¿1. H y el rango de las energías de distin-

tos enlaces, es posible hacer una estimación de las roturas pr£

ducidas en el olanco, al pasar al estado activado. Mediante la

cinética de muerte, este autor obtuvo un AH*= 180 Kcal/mol,que

podría representar la rotura de unos treinta-cuarenta enlaces =

de puente de hidrógeno o bien incluso de algún enlace covalente.

Puesto que este autor no observó capacidad en las células para

acumular daño subletal, hipotetizó que la lesión sólo podría =•

producirse en una estructura de tanta importancia como el ADN. .

Aunque alguno de sus postulados es posible que no enca_

je en el contexto de los parámetros termodinámicos deducidos =

del estudio de las moléculas "in vi tro" ( £>.S no corresponde =

con el obtenido por alteraciones termoinducidas en el ADN) su =

hipótesis sí puede ser utilizada para estimar el tipo de las ro_

turas que se producen en el blanco, así como también para consi^

derar la importancia que supone la capacidad de acumulación del

daño subletal termoinducido en las células.
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portantes de la estructura del blanco, en el proceso de forma -

ción del estado activado, por lo que del estado de alta organi-

zación que poseía la molécula, se pasa a obtener una distribu -

ción con múltiples conformaciones.

En la Tabla 9*. pueden observarse los valores de A S

para la desnaturación por calor de algunas proteínas. Si"los =

comparamos con los A S obtenidos en procesos de liberación

de bases del ADN por calor, se aprecia una gran diferencia,

to que en este caso los valores de.. A S varían entre 3 y 8 =

u.e. (Greer y Zamenhof, 1969)»

Estudios de este tipo han sido realizados con la fina-

lidad de comprobar si a semejanza de lo que ocurre con las ra-

diaciones ionizantes, el ADN es también el blanco para la hiper_

termia. Los resultados indican que la pérdida de viabilidad de

las células por calor se deberá a alteraciones producidas en

los blancos, que no se corresponden con la lesión termoinducida

en el ADN.

Por otra parte, la Entalpia de activación, deducida de

la muerte celular, fue de 223 &cal/mol. Este valor, aunque algo

superior, se asemjea nuevamente al de la desnaturación de algu--

nas proteínas (Tabla 13) y resulta muy superior al ¿ H * obteni^

do en procesos de depurinización por calor del ADN: 28-3^ Kcal/

mol (Ginoza y Zimm, 1961; Greer y Greer y Zamenhof, I962), en =

procesos de escisión de cadenas de ADN por calor: 25 Kcal/mol =

(Exgner y col., I96I) o en la pérdida de la actividad transfor-

mante de ADN del B. Subtillis: 28 Kcal/mol (Lindahl y Nyberg, =

1972). En lo que respecta al AUN, el ¿\>H " resulta del mismo or-
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Pcpstn

Eg* alboniin
Hemoglabtn
Tryptin
Emaoklnaie

Trypjin kinaje

Prateinaac
(panereatie)

Lipaic
ipSRCTBJttJC)

Hanrtpia
Vihrjojvtm

Tettaoftroa

2*coxi¿3se {ZRJIIc>
Retinen
Aüijrlaie uaalU

Iimnase (yrajü

Iaverase Qrcsti

in»u i c e (ytast)

Emulira (weü
Emulñn (dry)
Upase dírjr)

í

ro
sao
25.0
55.0

65.0
60.5
50.0
50.0

50.0

50.0

50.0

50.0

50.0

50.0

70.1
50.0
60.0

50.0

55.0

502

J5.0

«.n
100.0
12Ú.0

te
tiee-«)

14) -x 10-*

5.47 x 10-*
1.2 X 10-*

2J4 X 10-*
4J X I0"«
2.83 x 10-'
7J7 X 10-'

3.17 X 10-*

1X) x I0-*

1.11 X 10**

2J9 X 10-4

i.0 X 10**

2.1 x 10-*

5.1 x 10-*
6.7 x lir*
8J3 X 10-*

7.7 r. 10-*

5.0* X 10**

3J x 10-*

3.75 X 10-"

4.0 x 10-'
1.4* X ID"1

4.0 X 10"*

(eaO

35.600

55.600
84J00

132.100
75.600
40.IA0
42.100

44^60

37.160

45J6O

19S.000

127.950

172¿50

1MJO0
29.150
•«1.6 JO

Í2JÍ0

S6J5O-

110,350

74J50

44.930
2J_*ÍO

(24^00)

(cal)

23.S

I13J
1S5.0

31S.7
152.7
44.7

57^

40.6

6X2

326U5

4J9.0

466.4
208.1

52J

S4.7

1SS.0

262^

152.4

65.3
- 7.86

< - 13.0)

(cal)

27.200

21.900
23.620

25.400
24.70U
25.700
25.100

25.700

24.750

23J3O

24J50.

22.650

24JS0

25.300
22.130
24230

25JX»

25^00-

25J00

.24.400

23200
2Sjno

C29.30O)

TAS»

S.400

33.750
-60.680

106.700
50.900
14440
17.050

18.600

13.100

22J30

173^00

105J00

I4S.0O0

160.000.
67200
17.400

27J50

60,6*0

H 4 J 4 0 ••

50.000

•3Í-7S0
- 2.93Q

{- 5.100)

m

US

6.44
6.1

¡JO
5.7
6J

5.7

52

4.0

3.U

Caialyrt (sor1)
Ai?"
(eaU (E.U. or

cal/deg) (eaO

Sgg Albvmm

&SJB

7tó

5U.

Ú4.S

5.0
í.76
7.7

5.0
6.76
7.7

3.4-

3.4

Water
WlKT
Water

U'aar
Water
Water

Water

Wats

Water

2^4 x 1 0 -
ZS x 10-4

IS X 10-*

5.1 X 10-*
5.35 X 10-*
3a X 10"*

2.7S X 10-*

i S S X 10-*

1.15 X 10-*

132.100
::s.ioo
134.300

132.100
32S.200
134JO0

M.750

96.750

315.7
295J
3174

315.7
295.2
317.1

223.7

223.7

25.400
28.400
27.100

23.750
26.900
25.500

2O00-

23.100

27^00

1O6T700
99. ECO

107.200

IOSJS0
101JO0
los.r-oo

72^00

73.540

83JS

68.0

64J5

5.7
6.S
SX

5.7
6.S
SJJ

€.76

Water
Water
Water

Water
Water
Water

0.15 N CNHJ^O.

1X5
3J5

5.4
U S
4.45

3.41

X
X
X

X
X
X

X

io-*
10-
10-*
IO"
io-

1 0 -

Setnaglobüi

75.600
76J00
77J00

75.600
76J00
77J00

76^00

152.7
152.0
I57J

152.7
152.0
137J

1S2S

24.700
25.600
24.S4C

23J30
24.470
23.600

25.100

50.9C0
ÍÜ.700
52.4C0

52.C70
51.S30
Í3.TS40

51^00

Tabla 9 . Parámetros termodxnámxcos correspondientes a la
inactivación por calor de algunas moléculas "in

. vi tro". (Tomado de "The kinetic Basis of Molecii
lar Biology", Jonhson, Eyring, Polissar. U.S.A.,
1954).
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Puesto que nuestro A H * es del mismo orden, aunque al̂

go superior, al obtenido por Jonhson, el tipo de las roturas =•

que se produzcan deberá ser semejante. Sin embargo, consideramos

que ha quedado suficientemente clara la multiplicidad de blan -

eos del precursor G-M de CDA, por lo que si resultan ciertas =

sus hipótesis , el blanco ante la hipertermia no tendrá- por "que

ser el ADN y en concreto el desenrollamiento de una de sus cade_

ñas . Por el contrario, más bien parece que nuestros datos se =

inclinan hacia la idea de que éste sea una determinada proteína.

IV. 9• ^• Implicaciones termodinámicas deducidas del
estudio de los efectos de la hipertermia en
distintas lineas celulares.

Las Entalpias de activación que se obtuvieron en dis --•

tintas células resultaron ser semejantes a las calculadas para

la inactivación de numerosas enzimas y proteínas. Tanto en CHO

(Westra y De-wey, 1971), como en PK (Harris, 1966), las entalpias

fueron de l4l Kcal/mol, a pesar de que las velocidades de muer-

te eran muy distintas y del orden de diez veces superior en CHO.

En numerosos casos, la representación de las velocida-

des en coordenadas de Arrhenius presenta un "codo" en la recta

que define la relación entre la velocidad y la inversa de la =

temperatura absoluta de tratamiento; es decir, que a partir, de

una determinada temperatura (próxima a 432 C, en opinión de al-

gunos autores), la Energía de activación se modifica,y muy fre-

cuentemente a ello se- le ha asociado con un cambio en el blanco

celular.

El análisis de los parámetros obtenidos por diversos =
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autores (Tabla 10), nos muestra como además de las modificacio-

nes ¿leí AH e AS producidas a temperaturas próximas a 43fiC,

también se producen otras; de manera que tratamientos con

raturas elevadas van siempre acompañados de valores A H *

inferiores a los obtenidos para temperaturas más bajas.

.Como puede apreciarse en la misma tabla, independíente_

mente de la línea celular estudiada, cuando las temperaturas de

tratamiento son las mismas, los valores de A H y de A S * son =

semejantes, exceptuando el caso de la CFU-CD correspondiente al

trabaje de Elkon antes citado.

Dado que en los procesos de inactivación "in vitro1' de

moléculas, también han sido descritas alteraciones en el Afí ,

como consecuencia de modificaciones de la viscosidad, difusión,

etc., con la temperatura, consideramos que no todas las variaei_o_

nes de A> H deben ser atribuidas a un cambio en el blanco de =

la célula, aunque en ocasiones, si éstas son muy pronunciadas,

es posible que efectivamente así suceda.

Atendiendo a nuestros resultados y puesto que en la re_

presentación de Arrhenius queda clara la existencia de una sola

recta (Figura 3 ), consideramos que la muerte de las células, d_e_

bido al tratamiento.hipertérmico se debe a un mismo mecanismo =

en el intervalo de 42,52-442 C, sin que existan cambios en los

blancos de las células.

Por otra parte, y debido a que entre los diferentes t_i_

pos de células revisados, la gran mayoría presenta valores de ¿\H

y de A S similares, en los mismos rangos de temperatura,podemos

pensar que la muerte por hipertersia se produce como consecuencia

de la lesión de un blanco semejante en todas ellas.



Linea celular Referencia

AH~ AS"
(CC) (Kcal/ñiql)' (u . e« ) (lCcal/mol)

Maaaicotte y col.,1981 'l2,0~*l6,8 '' lh6 . 388 23

Jonhson, 197*1 41,0-46,0 180 505 12

IlaLa

GHO

Iíoti Iioti y c o l . f 1979

Laundry y Marcenu,1978

Dauer y l íenle, 1979

Wostra y Dewey,197l

Dewey y col.,1977

,0-55,0

154

375

217

l'i 1

119

M7

302

1 3 1

1*1

365

1'iB

f|20

1,111

610

370

30/|

8 0

893

353

396

19

26

2h

23

22

2 1

2 0

2 0

15

I
H



TI Alt" AS* A O*

Linea celular Referencia ( B O ) (lCoal/iuoi)(u. o. )(Koal/mol)

CFU-CD Elkon y MoGfathf198Í
 i»l,5-/»3,5 210 622 13

f»3,5-|i5,5 83 216 X*»

VK Harria ,1967 • Hh, O-h8,0 ll»l 39R 1/|

Cel.Cepa Hume, 1979 í|2eO-í|í«,5 I'l3 /|05 15

Intestinal

i
CFU-a Maganto y Nieto,1981 /»2,O~'i5,O 181 522 15 w

CB
I

Precursor J|2,5-'M»,O 223 652 17

G-M de CDA

Tabla lp . Parámetros termodlnÓHiicos correspondientes a la pérdida de la viabilidad
celular por tratamientos de hipertermla.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES
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1. Partiendo de la técnica de cultivo en cámara de di-

fusión elaborada por Gordon, se ha conseguido el cultivo de los

precursores que originan las series granulocítica y macrófaga =

de la sangre y su expresión mediante colonias. El método de con-

taje ha sido mejorado, al extraer, tras el cultivo, la lámina de

acetato que cubre uno de los costados de las cámaras, y teñir las

colonias con Qxemsa» De esta manera, se consigue mantener en me-

jores condiciones el gel de agar que contiene las colonias y de¿

tacar su presencia en los contajes. A su vez, ello ha permitido

establecer un.criterio de clasificación de las. colonias- en granu

locíticas y macrófagas, según el tamaño de sus células, que re -

sulta más seguro que aquel que atiende al grado de su empaqueta-

miento .

2. Mediante la cuantificación de los distintos tipos =

de colonias se ha podido seguir su evolución a lo largo de un pj^

ríodo de 8 días, quedando de manifiesto que las colonias de macró_

fagos se caracterizan por ser de una evolución más lenta que las

de granulocitos, así como también que tan sólo una pequeña mino-

ría de ellas contienen granulocitos y macrófagos conjuntamente.

Por tanto, la propia naturaleza de las colonias apoya la hipóte-

sis que considera la existencia de precursores que originan de =

una manera determinada la serie granulocítica o la macrofaga in-

dependientemente. En este contexto se ha calculado que existirá

un "precursor granulocítico" por cada 4.400 células de médula =

ósea de ratón y al menos un "precursor de macrófagos" por cada =

1.000 células de médula, mientras que si consideramos al precur-

sor granulocítico-macrófago común como el que prolifera en la cá̂
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mará de difusión, su concentración en la médula será de al menos

1 por cada 800 células.

3. :.Cbmo" en los tratamientos de hipertermia realizados

én las cüfereiítes esCpferx'Srenc-iaa f la cinética con que se produjo la

pérdida de la viabilidad celular se ha correspondido con la dej^

crita por el modelo multiblanco de 1 impacto, mencionado*,, sus im-

plicaciones teóricas han sido aceptadas para.explicar el compor-

tamiento de los- precursores ante esta agente .

En el caso- de la hipertermia, la termosensibilidad de =

los hipotéticos precursores "determinados" no ha mostrado dife —

rencias significativas entre si.. Los valores de T , determinados

según el total de- las colonias contadas y que correspondería al

precursor común, son: %2,52C - 10,87 min; ¿O2C - 5,18 min; k3,5

-3,58 min y kh&Q -lr58 min, con. un número de blancos comprendida

entre- 1,^ y 3,0 ~ ̂ ®- estos resultados se deduce que el precur —

sor G.-M de CDA se comporta como una de las células más termosen—

sibles que aparecen, en la bibliografía»

4- Ha sido elaborado un modelo según el cual todas las

fracciones de supervivencia correspondientes a las cuatro tempe-

raturas estudiadas se ajustan conjuntamente. Los resultados obte_

nidos sugieren que en el intervalo %2,5 -44aC la pérdida de la =•

viabilidad celular se produce como consecuencia de la inactiva —

ción de un mismo número de blancos y que el mecanismo por el cual

se produce esta inactivación es también el mismo dentro del in-

tervalo.
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5. A través del fraccionamiento de tina exposición hi -

pertérmica, ha quedado comprobada la capacidad de los precurso -

res a acumular y reparar daño- subletal termoinducido, lo que im-

plica la posibilidad de reactivación de los blancos en.las célu-

las que permanecen viables.

6. La interpretación termodinámica de la cinética con

que se produce la pérdida de la viabilidad celular sugiere, en =

concordancia con otros estudios termodinámicas, y a diferencia =r

de lo que ocurre en las radiaciones ionizantes, que la molécula

blanco ante la hipertermia es una proteína y no el ADN.



-133-

CAPITULO VI. BIBLIOGRAFÍA



-13*-

ALGZRE,G,H. ,BORDERS,M#L« aad EVA2ÍS, Y. J . : Studies on neterograíts

ia diffusioa chaJBbers ia mlce. J.Nat.. Gaacer. Iast.. 20 (1958) «

1187»

S.M«. aad LOTJTIT, J.F. f ?rog.«Nucl.£a«r.

gy.Ser.7I.Vol.2 (1959) 1«

BASHAT,.G.2í. aad ¥TLLS,E.D.: Srrects of aisonidazole,irradiarlos

aad hypertneraiia oa lisosomal eazyme act ivi ty ia mouse txuaorse,

Europ.J.Caacer IX (1980) 21.

3AUSRtST.D. aad EEirLE,K. J. : Arrhenius analysis of heat sttrvival s.

etinres írorn aortaal aad th.ermotoleraat CHO c e l l s . , Hadiat.Res»

23. (1979) 251.

,A. J*. y

effect of differia» deoaads for blood-cell productioa ia DKA

sytrtaesia by henopoietic' colony--f orning • cells of mica., 31ood

29o.

BEN-ISHAX,2. : ültrast-uctura! aaalysis oí* erythroid colonies ia

diffusioa chambers ia irradiated cats., Scaad.J.Haematol. ih

(1975) 369,

,B2íISSTADrH.B, : F-orsatioa -.o-f •,!g=
>anulocyies and rtarophagss ia dif

fusioa casabe i*.-' cultures oí* couse blood leucocytes., Scand.J.

Haematol. 2. (1970) 279.



-136-

cyte-macrophage colony stianlating f actors,, Blood jáü (1980)

BTJSCH,tf. : "Deber den einfluss velchan hef tigere "Srysipeln

leu auf organisisrta nebildungen aüsubea, , Teri.Naturh.Preuss»

Kaein.¥estphal. H (1866).28-". •

- CAUSSTESOjY. : 'GILL?IC-s-ub rutina para la representación de gráfi.

..J..E.N. 362 (1977) kQ.

CATALI33RE,R.,CI0CATTO,S.C. and GXOVAKELLA,3.C.: Selective heat

sensitivity oí cáncer cells: Biochemical' and clinical stxxdies.»

Cáncer 2£ (1967) 1351. '•

CHSN,T«T. and HSILD"23SHGSH,C.: Quantitative' stndiés on the na

lignant transformación of tnouse pros tace cells by carcisogenx

'bydrocarbons in vi tro. , Int. J, Cáncer !± ("I969) 166.

CLI2TB,M«J. and STJMJTSS^M.A. : Bone aarrow macrophage prectirsors.

I. S'ome functional characteristics of the early cells of the

raouse raacrophage series., Blood ¿0 (1972) 62.

M.J.,^A3NSa,N.L. and HETCALF,D.: Identification of the =

bona .narrov. .colcny aononuc.ls.ar ph.ag.oc.yte-a.s raac.ro«phage. ,31ood

12 (1982) 326 . . .



.-135-

BESMAJT,!.- and KAPLA2TfH, S«>: The ctiltivation of mouse bone marro*

la vivo., Blood ÜL.(l959) 1040 •

BHüTA2ífB.K«, BAY,K. J. ,EBGERTON,C.E. and 0GÜN3ASE,0.: Sensitivo,

ty of different cell lines and of different phases ixi the ceJ.

cycle to hypertheraia., Cáncer Res. XL (1977) 3780.

3QL,S. and WZLLIAMS,.,N,: The aaduration átate of tiiree tipes

of granulocyte/raacrophage progenitor cells f'rom mease bone ma

rrov., J.Cell.Physiol. 102 (1980) 233.

MjA* and 30RGTRCK,R. ; .The concentration of* the ^ranulocytie

stem cells in mouse bone marrov deteaaiined with a diífusion

camber technique. , Scand. J.Haematol. 2, (^970)

BOlfDENjG.T.,SASUNIC,M. and CRESS,A.S.: Thennal enhancement o£

X-Ray induced DNA crosslinlcing., Radiat.Res. ¿£ (1982)203.

BRAJDLSTjT.R. and MSTCALF,D. : The growth of aouse bone sarrov

cells in vitro. , ' Aust. J.S2p.3iol.Hed.Sci. ¿¿, (1966) 237'...

3RSNH32T, J.S, ,LICHT>L427,M. A. ,DI ?SRSIO,J.F. and ABBOUT, C. }f. : Che,

mical mediators of gramilopciesis. ,3sp.Hematol. ¿ (1980)

- 3URGESS,A.¥. and METCALP,D.: The natura and aciton of granulo-



-137-

CLI2TE,M. J. and GOLDTD, D . T7. : Improved tecnics íor liquid

Qt traman and mouse bone marrow, . , Blood hj_ (1976) 36$.

CLO"WjD«J. and GTLLETE,£«L« : SurvivaX oí tipe A spernatogonia s=

following X-irxadiation., Radiat.Res. ¿2. (1970) 397-

C0LZT,1f.S.: The traatment oí* malignant txuaors by repeated ino—

ctilations ot exysipelas. Ij'ith. a report oí ten originai cases.,

Amer.J.Med.Sci.iOl (1893)

,2.S. ,I-niLLSS,S.C. and B00NS,M.L.M, : Prospecta

for hyperthennia in atañan cáncer therapy. , Radiology 123

(1977)

CS33S,A.,2. ,HES2'L4K,T.S. and GSRNES4S»V. : Caolesterol content ard

thermal sensitivaty ot maainalian calis in vitro», Hadiat. = .

Res. 2ÍL (1978)

DSW3T, vT.C. ,HOPTfOOD,L.S. ,SAPARST0, 5.A. and GEHWSCK,L.E. ; Cellu-'

lar responses to combinations oí hypertfa.eraia and radiation.,

Radiology 121 (1977) b63.

ICKSjS.A. ,PLATEN3T7RG,M,G.C. and 3SKKUH,D.*.f.V. : Colony forma—

-tion indagar: in vitro assay íor -liaenrapoietic ̂ stem-cells. , ~s

Cell Tiss-ue Kinet. ¿ (1971) ̂ 63-.



-138-

DICXSOH, J.A. and SHAH,D.H. : The effects oí hyperthexnia on the

biochemistry and grow-fch ot a malignaat ce l l l i a e . ,"Surop. J. =

cáncer & (1972) 561 ,

DXXOITfR.A. ,LlNCH,D»,BAJ2rSS,P. and ROSENDAL,M. : Autoelavad agar

contains an inhibi tor of ffranulocyte-macrophage colony gro-w-feix

±n v i t r o . , Sxp.CsllRes. 131 (1981) 478»

DQMOMj.H« : A "bóolo^lcal T-ariability model of ce l l stxxvival c-u:r

yes . , Radiat.Saa. ¿2̂  (1980) 6*11*

BIGNaR, J . ,30SDTIC2H,H. and MICHA3LS,G. , -3iociilai. Biophys.Acta

(1961) 163.

SLXIKID,M«M« : 'Ule initial part of* the survival curves. Implica^

tions for low-dose radiation responses., Radiat.Res» JJa. (1977)^

2Í,D» and McGRATH,H.L»: Thermal inactivation energv oí gra

nulocyte-monocyte stem cells., Hadiat.Res. ¿7, (1931) 368.

- FORD,C.E. ,Hi\MERTON, J.H. ,3ARNES#D.W.H. aad 'LOTJTIT, J.H. : Sponta-

neous and induced chances in cell populations ü heavily ixra

diates mica., Nature 177 (1956) &32-.

- PREE>IAN,M.L. ,RAAPHORST.G.P. ,HOPTfOOD,L.E. and DEífEY,W.C.: The a



-139-

effect of pH on ce-11 lethaly induced by hyperthermic treat-

ment,, Cáncer ¿5, (l?80) 2291.

- GARRET,V.R, and PAYNE,M.G. : Applications of nxodels for cali

vdLval:The fixa-tifn. tia» pict-ura.-, Radiat.RBTS..• 22 (^973) 128-

G&22TSR,E«W. and SCüüEIDES,H, J. : Xnduced thennal resistance in

HeLa cells., 27at-uxe 2*6 (1975) 500.

. 5. , GXLLZTS,S. L« and DS'fEY, V.B-. : Killin» of .Chinesse

hámster cells in vitxo by heating1 trader hypoxic or aerobio

conditions^, Bur.J,Cáncer. 10, (197^) 691 . -

- G5rR¥ECK,L.S. ,GILL2TS,E*.L. and DEtfEY,V.C.i -Sffect of heat and -

radiation on synciironous chinease hámster cells: Killing1 and

' repair., Radiat.Res. 6h, (1975) 611 .

— GSRW"EC3t,L.S. and ROTTUIGSR,'S. : Enhancement of sanunalian cell

sensiti'Tity to hyperthersia by pH alteration. , Radiat.Res.67,

(1976) 508.

- G2R¥Ed£,L.S". : Hodificetion of cell lethality at elevated tempe,

ratxirea. The pH' effect. , Radiat.Res. 7.0, (1977) 22¿*.

— GI2íOZA,Tf. : Kinetics of heat inactivation of ribonucleic acid



of tobáceo mosaic virus., Natura 18,1 (195S) 958 .

GXNGZA,¥, and ZIHH,3.H« : Mechanisms of inaetivation of DHA by

neat., Proc.Nati.Acad.Sel.USA ¿2 (19^1) 639.

GIOYANSLLA,B.C. and ESILDELBSRGISR, C. : Biociienical and biologl-

cal effeets oí iieat on normal and neopiastic c s l l s . , ?roc. . =

Amer. Aas.Cancer, Has. 2. (19^8) 2k.

<*IOVANELLA,B,C.,3OSTI,S. and HEIXDSL3SHGSÍI, C. : Fuxtaer studies

of the letüal effects.of heat on t-uaior calis., Proc.Amer.Ass.

Cáncer Res. ¿£. (1969) 29.

GI0TA2Í3LLA, B. C • , MORGAN", A « C. , 3TSHLI2I, J. S. and 3TLLZ1MS, M. J.. 1 3¿

lective lethal affeets of supranoraal temperatures on mouse s

sarcoma calla., Cáncer Ses. 21 (1973) 2^63.

Dv^.- and CLXN2,M.- J. :•• Grovth of human bone râ rroT*" in liqu.
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"In vivo" culture and effects induced by the hyperther-»
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The present report shows the agar diffusion chamber technique for culturing granu-
1ocyte-macrophage precursor cells, obtained from mlce bone marrow.

Diffuslon chambers containing the bone marrow suspensión are implanted Intraperi-
toneally Into mlce and constitute a compartment which avoids the migration of cells,
but allows the transit of the mouse biológica! fluxes, neccesary for the cellular
prollferation.

By means of this technique, we studled the lethal effects of the hyperthermi a on
the precursors and their capacity to repair sublethal damage.
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integridad reproá-ictiva de los precursores, así como la capacidad que poseen para

reparar daño subletal acumulado.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la elevada termosensi b i l i dad de estas

células y la mult ipl icidad de blancos, que en concordancia con otros trabajos parece

ser de naturaleza proteica. Por otra parte, queda expresada también la capacidad de

los precursores para acumular y reparar daño subletal termoinducido.

CLASIFICACIÓN INIS Y DESCRIPTORES: CIO. Radiosensitivity. Hice. Precursor. In vivo.

Hypertermia. Cell. flow sistems. Leukocytes. Hacrophages. Bone marrow.
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