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CAPITULO I. INTRODUCCION
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I. 1. Objeto e interés del trabajo.

El presente trabajo ha tenido por objeto estudiar los ~
efectos letales-del calor:en el . precursor hematopoyético de las
series granulocitica y macrdéfaga de ratdn, mediante una técnica

de cultivo que permite su proliferacidn "in vive'.

.

El interés por el‘estudio de los efectos biolégicos ori
éinados por lz hipertermia sbla o asdciada a radiaéioﬁes ionizan
tes deriva de las razomes por las cuales ;e considera a este agen
te de una gran importancia para la futura terapedtica de tumores

¥ que, ‘principalmente, son:

1. La fase de sintesis de ADN, gue es relativamente ra
diorresistente, es a su vez may - termosensible, y puede ser se
lectivamente radiosensibilizada mediante la combinacidn de la hi
pertermia con la radiacidén X. Las células en ciclo de los tumo-
res que se encuentran en la fase S, y que normalmente sobreviven
a los rayos X, perderan su Viabilidad al realizar el tratamiento
hipertérmico (Westra y Dewey, 1971; Harisiadis y col, 1975; Kim

‘y-cole, 19765 Bhuyan y col., 1977).

2. La células radiorresistentes gque se encuentren en =
estadio de hipoxia en los tumores, desapareceran como <¢onsecuen-
cia del tratamiento hipertérmico, ya que estas células son seleg

tivamente mids termosensibles (Gerweck y col., 1974; Hahn, 1974).

3. Una disminucidén de pH origina un aumento de la ter-
mosensibilidad de las células, por lo que la acidificacidn meta-
bdélica, consecuencia .del estado de hipoxia en los tumores, origi

na una sensibilizacidn de las células ante la hipertermia (Ger -



weck y Rottinger, 1976; Freeman y col., 1580).

A pesar de gue en la actualidad los estudios sobre los
..efectos--bioldgicos inducidos por la hipertermia son numerosos,
apenas existen trabajos que se refierar a la termosensibilidad =

de las células cepa y de otros precursores celulares.

Puest§ gque el compartimento de los precursores hemafdpg
yéficoé s; caracteriza por ser uno de los mds radiosensibles del
organisﬁo ¥y dada la similitud gque existe en la respuesta celular
ante las radiaciones y la hipertermia, hemos escogido una célula
‘de este compartimen;o para la realizacidén del trabajo y concreta

mente el precursor granulocitico y macrdfago, responsable de 1la

produccidén de estas dos lineas.

Para estudiar el efecto que ejercen los tratamientos =

de nipertermia sobre.la integridad reproductiva de este precur -.

sor -, ha sido mwecesaria la utilizacidn de una técnica adecuada =

gue permita su proliferacidén y expresidén mediante colonias.

De los variados métodos de cﬁltivo existentes, hemos =
partido de una técni&a.que a diferencia de la mayoria, se reali-
za "in vivo". Para ello se utilizan cémaras de difusidn de implan
tacidén intraperitoneal que permiten que la proliferacidn celular
se realice en condiciones fisioldgicas, no necesitdndose de re-

querimientos extermos de crecimiento.
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I. 2. Origen v evolucidn en el estudio de los efectos
biolbgicos originados por la hipertermia.

Recientemente se ha oﬁSéﬁvadé un aumento en el interés
por el estudio de los efectos bioldgicos causados por la hiper-
termia, en muchos casos debide a las ventajas que puede repre -
sentar en la terapeﬁtica‘de tumores. Ya en 1866 aparecieron ar-
ticulos clinicos gque trataban sobre la desaparicidn o regresidn
de tumores, como consecuencia de situaciones de elevada tempera
tura, causada por infecciones estreptocdcicas (Buch, 1866; Co-

ley, 1893).

Por otra parte, en lo que respecta al estudio conjunto
radiacidén~hipertermia, Warren (1935) mostrd 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 472C,este

mismeo tiempo.

Experiencias similares han puesto de manifiesto gue la
mayoria de los tumores estudiados son sensibles al calor y que
incluso a temperaturas no muy elevadas (41,5-429C) se‘puede des
truir la viabilidad del tejido tumoral si el tiempo de exposi- -
cidén es suficientemente largo: 15 & 20 horas (Stephenson, 1919;

Sugiura, 1941; Selawry y colaboradores, 1957).

La diferencia de termosensibilidad entre células norma
les y cancerosas ha sido puesta de manifiesto por numerosos au-

tores (Chen v Heildelberger, 1969; Cavaliere v col., 1967; Gio-



vanella y col, 1973; Muckle y Dickson, 1978; Ovrergaard,l1972),
aunque con un nivel respuésta muy variado, en muchos casos de-

bido a las dificultades técnicas encontradas.

Mediante exposiciones hipertérmicas, se reduce la sin
tesis de los Acidos nucleicos y proteinas en las células tumo-
rales, mientras que la proliferacidn de las células normales =

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

El proceso de la iﬁhibicién del crecimiento por hiper
termia estid determinado, en gran manera, por la tasa de proli-
feracidn de las células tumorales (Giovaﬁella vy Heilderberger,
1968) y puede ser intensificado por la utilizacidn de distintas

drogas (Giovanella y col.,1969)

La aplicacidén local en el tumor y su periferia median
te calentamiento con Baﬁo de agua, microondas, ultrasonidas, =
etc.,Ainicialmente sélo se consideraba posible en tumores su-
perficiales, debido al enfriémiento vascular producido en par-
tes mds profundas; sin embargo, recientemente'ha sido desarro-
llada una nueva tecnologia que permite el tratamiento local y
uniforme de hibertermia a distintas profundidades, mediante la
utilizacidn de radiofrecuencia (Storm y col., 1979; Storm y =

“col., 1980).

Aunque un gran numero de trabajos muestran el efecto
dél calor en la inhibicidén del crecimiento de algunos tﬁmores,
no existe todavia informacidn suficiente para responder con =
exactitud a algunas cuestiones gque deberan gquedar resueltas an
tes de gque este tipo de tratamiento se utilice de manera gene-

ralizada en clinica.
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IT. 3. Muerte reproductiva celular.

Una curva de supervivencia celular describe la rela --

cidn entre la "cantidad" de agresidn recibida por las células

(dosis de radiacidn, tiempo de exposicidn hipertérmica) y la

o) 10n de éstas que "sobrevive.
roporcid

La supervivencia celular o mejor su inverso, la muerte
celﬁlary se'define-de-distintaS'maner;Q, de acuerdo al tipo de
célula a estudiar. Para éélulas»diferenciadas que no proliferan
la muerte puede ser definida como la pérdida de una funcién.es-}
pecifica; sin embargo, para células que se dividen, como en el
caso de las gque crecen en un cultivo, una definicidn apropiada

puede ser la''pérdida de la capacidad de mantener la prolifera -

cidn', lo que suele ser llamado INTEGRIDAD. REPRODUCTIVA.

Una: célula clonogénica (que produce colomias o clomes)
puede estar fisicamente presente. éparentemente intacta, pero =
haber perdido su capacidad de mantener divisiones sucesivas por
el periodo necesario para producir una determinada progenie. Si
‘éila.sucede@ se- considera quer ha perdido- sw integridad reproduc
tiva.

v



I. &, El Sistema Mononuclear Fagocitario.

El término "Sistema Reticulo Endotelial"(SRE), fué ini
cialmente introducido por Aschoff y Kiyona, en 1924, para de-
signar un coﬁjunto de células gque, a su juicio, tenian un ori-
gen comin y compartian una serie de propiedades, fundamental -
mente la de fagocitar materiales extrafios. El1 concepto de SRE
ha ido evolucionando con el fiempo y en la actual;ﬁad puede de
cirse que ni la concepcidn del SRE ni la del Sistema Reticulo~
histiocitario (SRH) constituyen un marco adecuado para emplazar
a una sefie de” células que, en base a los modernos conocimien-

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

L 4 - "
racteristicas en comun.

En 1969 (Van Fiirth), surge la idea de agrupar todas =
las células mononucleadas altamente fagociticas en un sistema
celular, denominado Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF). Los
histiocitos (macréfagos) y sus precursores, Unicas células que
integran este sistema, nada tienen que ver con las células en-
doteliales y con las reticulares, dado gue su origen y caracte

risticas son totalmente distintas.

él SMF comprende un gradiente madurativo gue parte de
un precursor celular intimamente relacionado con -la serie gra-
nulocitica; pasa por un estadio de monoblasto y promonocito a
nivel de médula dsea, transita por la sangre periférica en for
ma de monocito maduro y, por Ultimo, se afinca en los tejidos,
donde es capaz de diferenciarse morfoldgica y funcionalmente,
transformdndose en un macrbéfago. ELl aspecto morfoldgico de esta

célula ofrece una gran variedad, dependiendo del tejido en don
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de se asiente: Cqﬁectivo-histiocitos, higado-células de Kﬁp -
ffer, pulmdén-macrdéfagos al%eolares, ganglios linfAticos-macréb-
fagos libres y fijos, médula dsea-macrdfagos, cavidades sero -
sas-macrdéfagos pleurales y peritoneales, tejido &seo-osteoblas
tos, sistema nervioso-microglia, aunque la filiacidn al SMF

de estos dos Ultimos es algo méas dudosa que la de los anteriores.

Una vez alcanzado el alojamiento extravascular, se han
observado vives a los macrdéfagos hasta 59 dias e incluso méds en

cultives celulares "in wvitro',.

El aspecto con gue se presentan estas células en los
cultivos es muy variado, dependiendo de su estado de maduracidn,
por lo gue las colonias de este tipo de células han sido denomi
n;das de distintas>formas, segin el crite:io de los autores. La
terminologia mAs frecuentemente utilizada es la gue se refiere
a las colonias como mononucleares, macréfagas, o monociticas.

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

por lo gque se consideran la exXpresidén de una misma célula.
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I. 5. + El sistema de renovacidn granuloccitico.

‘El sistema de renovacidm granulocitico-neutrdfilo pue
ser dividido en diferentes compartimentos que difieren en =

funcidn. (Fig. 1).

Compartimento de células ceva v de precursores '"determinados"

Su funcidén puede ser considerada doble.‘?or una éarte, man-

tienen el tamafio de este cquartimeﬁto,'mediante‘una adecua
.

da acﬁividad mitdtica y, por otra, se encarga de producir

el flujo celular necesario para la granulocitopoyesis.El man

tenimiento de la linea granulocitica en la sangre depende en

teramente de este flujo.

Compartimento multinlicativo.

El compartimentg multiplicativo es alimentado dééde.el de =
las células cepa y esti formado por células gque simuiténea -
mente llevan a cabo diferenciacidn y multiplicacidn. Es con-
siderado un compartimento de proliferaqién Yy transito.

El humano comprende mieloblastés, promielocitos'y mieloéifos,
que se caracterizan por su capacidad de sintetizar ADN y 1llg
var a cabo mitosis. E1 niimero de divisiones que parécen-pfo-v
ducirse en este compartimento es de unas 3-4, por lo que, en
estado estacionario, se producirian de 8 a 16 células por cz
da precursor gque entrara. El tiempo invertido desde la llega
da de una célula hasta que se produce la transicidn de mielgo

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 mieloblas
tos a metamielocitos y en el hombre estd prdéximo a los 4-6

dias.

Compartimento de maduracidn v almacenamiento.

Agui, las células han éesado de proliferar vy gradualmente ma
duran desde metamielocitos hasta neutrdéfilos en banda y seg
mentados. Bajo condiciones normales, la emisidén de células a
la sangre comienza desde el estado de banda, aunque la mayo

ria de las células no son liberadas hasta gue han alcanzado

el estado de segmentados.

En el hombre, el tiempo de trédnsito en este compartimento es
de 3-5 dias y sobre un dia y medio en ratdn. Sin embargo, se
reduce ¢onsiderablemente en procesos infecciosos, por lo gque
se refleja gque, ademds de ser un compartimento de maduracidn,

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 tamaiio, sonArépidamente in-
tercambiables y cinéticamente pueden ser considerados como =
tnico compartimento. Los neutrdéfilos deséparecen de' la san -
'gre de una manera exponencial, siendo muy corto su tiempo de
permanencia en este compartimento: tl/2 = 7 horas, en el

hombre.
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C. PRECURSCRES. C.MULTIPLICATIVO C.MADURACION. C.FUNC.

o~ |-
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[R— O S | - ¥ g—— — L1 B T X — +04 Diasy

Fizura 1. Esquema del sistema granulopoyético y sus parime -
tros de tiempo en el hombre.
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I. 6. Cultivo celular de pPrecursores hematopovéticos;

I. 6. l.' IntrOdUCCiano

Durante muchos afios, ha sido tema de debate si las cd
lulas cepa hematopoyéticas constituian un compartimento unipo-
tente o multipotente, esto es, si una célula cepa podia ser la
precursora de todas las células hematopoyéticas o, si,por el =
cgnérario, cada linea celular poseia su propia célula cepa. En
ciertas especies, como en ratdn, las experiencias realizadas =
indicaron la existencia de un precursor comin para todas ellas.
Ford (1956) y Barnes (1959) establecieron el hecho de la pre -
sencia de una poblacién, gque puede ser cromosOmicamente marca-
da como poblacidn clomal 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 multi
potente guedd comprobada en ciertas especies, su nﬁmefo y el =
de- los otros precursbres mas diferenciados que esta célula pro
duce és tan escasb,que su reconocimiento se realiza a través =

[y

de la progenie.

. Till y Mc Culloch (1961) establecieron una técnica de
culéivo "in vivo", gque ha resultado critica en el avance del =
conocimiento de los precursores hematopoyéticos. Dicha técnica
consiste en la inyeccidn intravenosa, en ratdén esterilizado =
por irradiacidn letal, de una suspensidén de células procedente
de un 6rgano hematopoyético. Tras un determinado periodo de =

tiempo, se observan en el bazo de los ratones, pequeflas vesicu
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las compuestas por multitud de células de las series eritroide,
granulocitica , monocitica 'y megacariocitica , y fueron conside
radas como la expresidn de las CFU-s (Unidad Formadora de Colo

nias en Bazo).

Un nuevo avance surgid con la aparicidn de la técnica
de cultivo "in vitro'", realizada por Pluznik y Sachs (1965,1966)
¥ por otra parfe por Eradley y Metcalf (1966). En los cultivos,
se observaba la apéricién de colonias4de-granulocito$ vy de m;-
crofagos, en una matriz preparada a base de agar. Para que 1las
colonias llegaran a desarrocllarse resultaba necesaria la presen
cia de un factor especial, denominado CSF (Factor Estiﬁulante =
de Colonias). El origen clonal de estas colonias ﬁe sostenia =
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 la;vque aparecian én bazo, se sugiriéd
la idea de qué la CFU-s vy este precursor unipotente (CFC'S, en
la denominacidn de Metcalf), fueran los mismos (Wu y col.,1968).

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

zado la hipdtesis, entre ellas:

- La inyéﬁcién de dosis leta;es de timidina‘tritiada en anima-

les adultos normales, mata sélo una pequefia proporcidn de la
CFU-s (Becker y col., 1965, y Lajtha y col., 1969), mientras =
gue para los mismos animales, la muerte para CFC'S es mucho ma-

yor (Lajtha, 1969).

- Mediante la centrifugacidn en gradiente, se observan diferen

tes regiones de distribucidn para ambos precursores (Haskill
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y col., 1970; Worton y col., 1969).

- Cuando las células de médula dsea normal se pasan por colum
nas, bajo condiciones que favorezcan la adherencia ceiﬁlar y
se realiza un ensayo para CFU-s y CFC'S (D. Metcalf, M.A.S. Moo '

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

Después de la técnica que permitid la expresidn del =
precursor granulocitico-macréfago mediante colonias, surgieron
nuevas técnipas gque permitieron una proliferacidn de otros pre-
cursores tales como los eritropoyéticos (McLeod y col., 1974:
Ben-Ishay, 1975) vy megacariopoyéticos (Nakeff vy Danielé—Mc =

Queen, 1976).



15

I. 6. 2. El precursor granulocitico-macrdfago.

Desde la aparicidén de la técnica que permitid la expre
sidén de un precursor granulocitico-macréfaéo (G-M), mediante =
sus colonias (Pluznik y Sachs, 1965; Bradley y Metcalf, 1966) vy
hasta la actualidad,'han aparecido nuevos procedimientos de cul
tivo y de separacidn celular gque han permitido conocer la exis-

‘tencia de distintos precursores G-M.

Sin embargo, y puesto que en muchos casos la denohiﬁa-
cidn del precursor celular va ligado con el método de cultivo =
utilizado, aparecen en la bibiiografia multitud de precursores
G-M de distintos nombre, gque en muchos casos pueden correspon = -

der a—la misma célula.

En una revisidm sobre las publicaciones del tema pode
mos encontrar, entre otros, los siguientes.nombreside precurso
res: CFC's in vitro (Bradley Metcalf, 1966); CFUa (Dickey v col-;
1971), ADC colomny precursor cell (Gordon, 197%), CRU-GM (Jonh -
soﬁ, 1977), CFU-d (Jacobsen, 1975), DCPC (Benestad, 1970; Boyum
y‘coz.; 1970), CFPU-C (nombre generalizadd¢ para precursores gque
originan colonias de granulocitos .y macréfagos, en cultivos '"in

vitro"l.

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

senta mayores diferencias em cuanto a sus propiedades.

Jonhson (1977) sefiala que el precursor celular que ori
gina colonias a los catorce dias de cultivo es diferente del =

gue origina colonias al séptimo. Ctros, obtienen resultados =

andlogos:Jacobsen (1978, 1979) muestra a la CFU-d como precursg
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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 (1980) 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, todavia permanece sin enclare
cer si de entre ellos alguno, origing de una manera definida =
cada una de las series (granulociticavy macrofaga) independiqgl
tgmente. Inicialmente, se considerd gue todos los preéursores
de este compartimento eran "comunes", aunque exn la actualidad
se considera probable la existencia de precursores '"determina-

dos'" que originen sblo una de estas dos series.



-17-

I. 6. 3. El sistema proliferativo de los precursores
hematopovéticos de ratdn.

Debidq”al gran avance que~hé ido suponiendo para la =
hematologiaii&;apaficién de modermas técnicas que permiten la
expresidn de los precursores indiferenciados mediante su proge
nie, los esquemas planteados sobre el sistema hematopoyético,

paralelamente, han ido evolucionando.

A continuacidn indicamos tres modelos esquemédticos so
bre el sistema proliferativo de los precursores hematopoyéticos
del ratdn, en los que puede apreciarse - un aumento progresivo de
la complejidad, a médida gque aparecen nuevos métodos de cultivo

que permiten identificar mids precursores.

1. Modelo histdrico descrito segin el concepto tradi
cional de lineas celulares basado en meticulosos estudios mor-

foldgicos (Brennan y col., 1980).

PSC: Pluripotent Stem Cell. Compartimento de stem =
cells capaz de originar eritrocitos, neutréfilos,
monccitos, eosindfilos, basdfilos, megacarioci-.

tos, linfocitos T vy B.
HPC: Precugsor ceiular hematopoyético comin.
TSC: Cé&lula sensible a trombopoyetina.
GSC: Célula sensible de granulopoyetina..
ESC: Cé&lula sensible a eritropoyetina.

LPC: Precursor celular linfopoyético comin.
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2. Esquema elaborado por Cline y Golde (1979):

a) Corresponde al desarrollo linfoide y mieloide des

de un precursor celular multipotente.

b) Andlogo al apartado a), pero mostrando los pPrecur

sores celulares definidos mediante ensayo clonogénico.

3. Modelo experimental indicando las distintas célu-
las identificadas mediante estudios genéticos y fisioldgicos,

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

CFU-H: Precursor celular para todas las células mie-
loides. La CFU-s podria corresponder aproxi-
madamente a esta célula en cuanto a su capaci

dad proliferativa.
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-En lo concerniente a las series granulocitica y macréfa
.ga, el modelo histdérico consideraba la existencia.de un precur -

sor comin para netrdéfilos, eosindfilos, basdfilos y monocitos.

En el.siguiente madelo, elaborado por Cline, se aprecia
la derivacidn del precursor eosindéfilo a partir de la CFU-s y la
presencia de 2 precursores (CFU~-D y CFU-G,M), con distinto grado
de diferenciacidn, pero ambos éorrespondientes a las series gra-
nulocitica-macréfaga,'ﬁs de destacar, también, que no aparecen =
precursores G-M "determiﬁados", sino que, por el contrario,éstos

son siempre comunes para las dos series.

En el d4ltimo modelo qué presentamos, se presupone la =
existencia de un precursor basdéfilo que deriva de una célula =
equivalente a la CFU-s. La CFU-G,M ahora se considera gue por =
originar sdlo los granulocitos neqtréfilos y los momocitos, se =
debe denominar CFU-N,M , que a éemejanza con el modelo anterior
procede de una CFU-D, Por ﬁltimo,kaparecen precursores N,M ''de-
terminados" (CFU-N y CFU-M), gue junta'cop la CFU-N,M originan =
los neutrdéfilos y los monocitos. Sin embargo, en su trabajo,Bre-
nnan solamente sefiala como probable la existencia de tales pre-
cursores '"determinados', basandose en la aparicidn de colonias =

puras en los cultivos.

Nosotros hemoé seguido la'ﬁerminolbgia gue utilizé Gor-
don (1974), dado gue el trabajo lo hemos realizado partiendo de
su técnica. Puesto gque este autor’no entra en consideraciones so
bre la aparicidén de colonias eosindéfilas o baséfilas en los cul-
tivos, simplemente iﬁdica gque el precursor que prolifera es el

precursor G-M de cé&mara de difusidén de agar y sefiala que su com-
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portamiento es de una gran semejanza con la clasica CFU-C. Cree-
mos gque hasta gque no aparezcan estudios gue demuestren la inexis
tencia de colonias eosindfilas o basdfilas en estos cultivos de

camara de difusidén, el hacer referencia a precursores N,M es

]

1]

mds arriesgado que el considerar la presencia de algin tipo de
precursor G-M, entendiendo por ello a una célula que origina ma-

créfagos y granulocitos no exclusivamente neutrdéfilos.
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I. 6. 4, La clmara de difusidn como método de culti-
vo "in wvivol'. .

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
cof;espondientes a la suspensidn de un drgano hematopoyético =
eran sembradas en una matriz semisdlida de agar o metilcelulo-
sa, gque contenia, ademds, medio adecuado de cultivo y una capa
productora. del factor CSFE. (Pluznik y Sachs, 1965; Bradley y

Metcalf, 1966; Dicke, 1971).

Después de esta técnica surgieron otros métodoé‘de =
cultivo que pretendian la mejora de las condiciones necesarias
para la proliferacidén celular. Aparecieron métodos de cultivo
"in vitro” pero en medio liquido, que en algunos casos no nece
sitaban del factor estimulante del crecimiento (Golde y Cline,
1973). Desde 1958 (Algire y col.), e intentando que el desarro
llo celular se realizara bajo condiciones mds fisioldégicas, se
estudiaron téénicas de cultivo en camara de difusidn. Berman =
(1959)>cbserv6 gque, a diferéncia de lo gue ocurre en los culti
vos "in vitro", cuando se cultivan células de médula b6sea de =
vratén en una camara gue permite la difusidn de los fluidos de
éste, el aspecto morfoldgico original de las células sembradas
se mantiene en los primeros dlias de cultivo y posteriormente =
se produce la proliferacidn y diferenciacidn durante largos pe

riodos de tiempo (215 dias).

La técnica de la cdmara de difusidén experimentd un =



-2h

gran auge y se estudiaron modificaciones.de este método de cul
tivo, quevconsistian, principalmente, en variar la matriz de =
la cidmara y en muchas ocasiones llenarla éimplemente con la =
suspensidn celular (Boyum y Borgstrom, 1970; Benestad, 1970).
En 1974, Gordon empled una matriz a base de agar que permitia
también la formacidn de las colonias procedentes de donadores
leucémicos. Steinberg (1976) afiade al contenido de la cémara,
plasma citratado de bovino, de manera que al recoger los culti
vos, observa la apéricién de colonias de las series blanca ¥y

rojae.. . —

A pesar de las miltiples técnicas gque existen en céma
ra—de difusidn, el fundamento de todas es el mismo: crear um =
coﬁpartimento dentro de la cavidad intraperitoneal, generalmen
te de ratdn, en el cual ge impida el trénsito celular y que, =
por el contrario, permita el flujo de las sustancias Quimicas

propias del ratdn, necesarias para la proliferacidn de las cé-

lulas gque se encuentran en su interior.

En nuestro caso, las clmaras estaban constituidas. por
un -anillo acrilico que lleva adherido en sus caras un filtro =

Millipore y una limina plé&stica, respectivamente.

A través de los finos poros del filtro no es posible
que exista paso de células, pero si de los nutrientes y de los

factores necesarios para el crecimiento.

Cuando en su interior, ademi&s de la suspensidn celular,
se introduce agar u otro producto gue gelifique, las células =
sembradas quedan inmolizadas. Por tanto, transcurrido un deter

minado nGmero de dias de cultivo en el interior del ratdm, se



-25-

observan las colonias caracteristicas, que son la expresidn de

los precursores.

Este tipo ae cultivo es, pues, "in vivo" y por ello,
todos los requerimientos, imprescindibles para la formacién de
las colonias en técnicas "in vitro" (regulacidén del pH, hﬁme -
dad, necesidad de utilizar una plataforma capaz de producir 1la

liberacidén del CSF, etc.) no son necesarios.
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I.7., El _blanco celular ante la hipertermia.

A pesar de los miltiples trabajos realizados tratando
de identificar la molécula blanco,responsable primaria de la =
muerte por hipertermia, no existen todavia pruebas concluyentes

que demuestren cudl es ésta.

Algunos autores mantienen la hipdtesis de que los cam-
bios estructurales que afectan al contenido lipidico de la mem-
brana son los responsables de la muerte celular por hipertermia
(Cress y col., 1978; Li y col., 1980). Otros, indican que el da
o se produce en diferenﬁes estructuras, como en los liscsomas,
en los que aparece un aumento de la actividad enzimética lisoso
mal (Dvergaard, 1972; Barrat y Wills, 1980), o tambiém a nivel
de la sintesis de ARN (Reeves, 1971; Dickson ¥y col., 1972; Strom
y col., 1973) o de ADN (Reeves, 1971; Mondovi y col., 1969). =
Igualmente han sido citadas otras alteraciones celulares: desna
turaciones en algin tipo de proteina (Westra y Dewey, 1971), =
inhibicidn de la sintesis de proteinas (Mondovi y col., 1969),
incremento de las.p:oteinas cromdticas no histdnicas asocciadas

2l ADN (Tomasovic y col., 1978).

Por supuegto, de todas las lesiones producidas por la
hipertermia en la célula, gxistiré una,primaria, gue sea la res
ponsable de su muerte, mientras que J&tras muchas, seran sdlo al
teraciones secundarias que no afectan directamente a la integri

dad reproductiva de las células.
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CAPITULO II. MATERIAL Y METODOS




II.1.. Céimaras de difusibn.

Las cédmaras de difusidn constan de un anillo de luci=-
ta de 14 mm. de didmetro (Millipore), al que se fija mediante
pegamento (MI Cement Millipore) una lAmina de acetato de celu-
losa por una cara y por la otra un filtro ﬁillipore»de 0,22 mi

cras de tamafio de poro.

Cada anillo posee una perforacidn para permitir el =
llenado de la cdmara .una vez construida. Dicha perforacidn se
selld 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‘suspensién celular =

inyectadae.

Una vez selladas las cémaras, se procedid a su esteri

lizacidn aplicande una dosis de 30 KGy, (Co=60),
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. II.2 . Preparacidn del medio.

Puesto gue el método de cultivo gue hemos empleado es
"in vive™, el medio presénta la ventaja de gque no tiene la ne-
cesidad de poseer todos los elementos necesa;ios para que se =
desarrollen las colonias; sin embargo,ihemos procurado ajustar

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

lidad de garantizar la integridad reproductiva de las células,

hasta gque é&stas pudieran recibir del ratdn el aporte necesario

para su proliferacidn.

La preparacidén del medio fué llevada a cabo mensual -

'mente,tconservéndolo en nevera hasta ¢l momento de su utiliza-

cidnm. Durante el envasado se prepard el volumen de medio nece-

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

pfoblemas de contaminacidén. Como control se mantuveo cerrado y

a temperatura ambiente un envase de cada lote, con la finalidad
de comprobar posibles fallos durante el proceso de la esterili

zacidn.

De la totalidad del medio preparado, un fO por 100
aproximadamenté se ajustd al doble de su concentracidém fimnal,
pues pdsteriormente deberia ser diluido al 50 por 100 con agar.
El resto queda a la concentracidn normal y destinado ; la for-

macidn de la suspensién celular.

Una vez constituido el medio, se ajustd el pH entre =
7,30 - 7,35, procediéndose posteriormente a la filtracidn estg

rilizante.



A continuacidn aparece detallada la composicidn del
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medio preparado a una concentracidn 2X..

- HEPPES. Solucidn 1 molar (Flow lab.) .cc.ceee... 20 ml.

- Suero esterilizado de caballo (Flow labe) coececaee 200 ml.

- L-glutamina (Flow lab.) <deccescscesscacssscacoscan 292 mg.

- Laasparagina.HZO (Sigma) cueevecccccencocccconne 12,5 mg.
Penicilina 5.000 U.I. '

- (FlOW labo) e @ & © ¢ © 25 ml‘
Estreptomicina 5.000 mcg /ml ‘

- Hoo 8 8 & £ & © € © % O 0 & 4 & © 4 % & 4 & 8L 86 2 ¢ 90 W8 eaa 29 (CQSQP.) SOO mlo

La composicidn del M.E.M. Eagle

L4

es la siguiente:

AMINQACIDOS "VITAMINAS SALES INORGANICAS
Y OTROS COMPONEN-
(mg/1) (mg/1) TES (mg/1)
L-Arginina: 126,44 Pantotemato cilcico 1,0 EC1 40«
L-Cistina 24,0 Cloruro.de colina 1,0 MgC12.6H20 | 20¢(
L-Glutamina 292,0 Acido fblico 1,0 NaCl 6.80¢
L-Histidina 38,3 Imositol 2,0 NaHZPOQ.HZO 1.50¢
L-Iscleucina 52,5 Nicotinamida 1,0 Rojo fenol 1
L-Lisina 73,1 Pr;;idoxal ClH 1,0 Glucosa 1.00¢C
L-Metionina 14,9 Rivoflavina 0,1
L-Fenilalanina33,0 Tiamina HC1 1,0

L-Treonina
L-Triptéfano
L-Tirosina

L-Valina

57,6
10,2
36,2
L6,9
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IT.3 . Técnica de cultivo en cémara de difusidn.

IZ.3 . 1. Animales de experimentacidn.

Se han utilizado ratones 9 , hibridos del cruce de =
dos cepas comsanguineas ( Q C57BL X 0" BALB/c) de 10 a 15 sema-

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

Tanto las cepas consanguineas como los Fl, hibridos =
de ambos, fueron producidos en el parque de animales del grupo

de Termocecologia y Radiobiologia de la Junta de Energzia Nuclear.

Los animales, desde su nacimiento, se mantuvieron a =
las condiciones de 202C y 50 por 100 de humedad, suministréndg

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

IZI.3 . 2. Preparacidn de la suspensidn celular de mé
dula dsea.

La técnica seguida para la formacidn de la suspensidn

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

5 animales mediante dislocacidn cervical. Inmediatamente, se
extraen los fémures y tibias de ambas patas traseras, en la ci

mara de flujo laminar.

Los huesos asi obtenidos se perforan por sus extremos
v mediante jeringa de 1 ml. de aguja 0,5 x 16 mm, conteniendo
medio de cultivo‘lx (pH: 7,30 - 7,35) se arrastra el tejido he

matopoyético alojado en su interior.

Un volumen de medio no superior a 1 ml. por cada médu
la extraida, nos garantiza una concentracidn final de células

no inferior a 10¢ células/ml.
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A continuacidn, se reduce progresivamente el tamado de
las agrupaciones celulares existentes en la suspensidn, lo gue
se consigue introduciendo la totalidad del volumen preparado =
en una jeringa y expulsdndolo reiteradamente a través de agujas
de calibre progresivamente mencr, hasta uno iltimo de 0,5 x 16
mm. La correcta dispersidn de las células se comprueba median-
3 . & . r > . & -
te observacion de una parte alicuota de la suspension en el mi

croscopio.

Posteriormente, se realiza la cuantificacidn de las =
células nucleadas, diluyendo con liguido de Tiirck y realizando
el contaje con dos cémaras de Neubauer. Segin los casos, la =

-

concentracidn celular se ajusta a 5.106 6 a 10" células/ml v =
de dicha suspensidn se toman 2 ml para cada uno de los tubos

en los gue posteriormente se realizara el tratamiento térmica.

Exceptuando el tiempo durante el cual se realizan los
tratamientos, la suspensidn celular se mantiene en bafioc de hig

lo (0 - 49oC), permitiéndose que alcance la temperatura ambien-
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te al afiadir el agar, para gque no guede formado inmediatamente
el gel y asi disponer de tiempo suficiente para realizar el =

llenado de las camaras de difusidn.

La adicidn de agar se lleva a cabo después de realiza
dos los tratamientos, atendiendo a la concentracidn celular que
se desee que exista en las camaras de difusidn,y que ha varia-
do entre 10.000 y 400.000 células/cAmara, segiin el tipo de ex-

periencia a realizar.

Para la preparacidn de una concentracidn de 50.000

células/camara, el esguema a seguir serida el siguiente:

Puesto gque la capacidad de cada.cémara es de 200 mi
crolitros, cada 20 ml de la suspensidn deberdn contener 5.10
células y, por tanto, si partimos de una suspensidn preparada
a 107 cél./ml, como se indicaba antefiormente, por cada 0,5 hl.
de esta suspensidn (5.106 células) afiadiremos 9,5 ml .de me&id
2X vy 10 ml de agar al 0,6 % (total 20 ml), que era mantenido a

la temperatura de 40¢C.

La suspensidén asi preparada queda ajustada a la con -
centracidn celular deseada, el medio 2X queda como 1X y la con

centracidén final de agar al O, 3%.

| Susn.Celular 95m.
7 ’ MEM. 2X
10cel/mi, & 0,5ml.
\ 0 Agar 0,68°
? F / - L0*C
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Es de gran importancié adadir ios 0,5 ml de la suspen
sidén celular sobre un matraz que contenga los 9,5 ml del medio
2X vy que tras una enérgica agitacidn se aflada a continuacidn =
el agar y se realice una nueva agitacidén. En otro caso, se di-
ficulta notablemente la correcta dispersidn de las células en

el medio; debido a la alta viscosidad del agar.

IZI.3 . 3. Llenado e implantacidn de las cémaras.

Cada cémara, ya estéril, se llena con 200 microlitroes
de la suspensidn preparadéu Una vez llena, se funde =l pldsti-
co de los alrededores del orificio, preparado para permitir el
llenado, pasando rédpidamente por su superficie una aguja calen

tada al fuego.

Las cdmaras guedan dispuesta para ser introducidas in

traperitonealmente a los respectivos ratones y mientras tanto

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

Para la implantacidn intraperitoneal, se anestesia a
los animales hospedadores mediante éter etilico. Tras realizar
una pegquelflia incisidén en su piel y peritoneoc, a través de la 1i
nea alba, se introduce una camara por cada ratdén, asi como una

pequefia cantidad de M.E.M. 1X en los alrededores de la camara
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implantada, para impedir la formacidn de adherencias durante =

el periodo de cultivo.

Es importante evitar la pérdida de sangre durante 1la
intervencidn, pues ello podria actuar como fendmeno 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. &. Extraccidn v prevaracidn de las cimaras pa
ra el contaije.

Finalizado el periodo de cultivo, se procede a sacri-
ficar a los animales mediante intoxicacidn con éter etilico. A
continuacidn, se extraen las cémaras de la cavidad intraperito
neal y se limpian cuidadosamente. Posteriormente, con la ayuda
de un bisturi se despega la limina de acetato que cubre uno de

sus costados.

En la técnica desarrollada por Gordom (1974), es el =
filtro Millipore el gue es retirado de las cémafas, realizando
asi los contajes directamente. Mediante este procedimiento se
observd que,debido a la porqsidad de los filtros, un nGmero =
considerable de colonias eran extraidas junto a éstos; sin em-
bargo, el contenido de las camaras quedaba pricticamente intac

to cuando lo que se extraia era la lédmina de acetato.

Las camaras, abiertas yva por un costado, se adhieren
por el otro a un portaobjetos mediante pegamento (MI Cement Mi

llipore).
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Debido a qugAbastantes colonias no eran visibieé sin
tefiir, se procedid a buscar una técnica adecuada de coloracidn.
De las tinciones utilizadas se han obtenido mejores resultados
con Giemsa 10 % repetidamente filtrado. Unas gotas dé esta $o~
lucidn se afiaden a cada una de las cémaras a estudiar, evitan-
do que se derrame. A partir de 1 h. 30 min., las colonias apa-

recen correctamente teiidas. Otros procedimientos de tefiido han

resultado inadecuados por colorear en exceso la matriz de agar,

impidiendo la observacidn de las colomnias.

Giemsa th30'— CONTA JE
)
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IT.3 . 5. Estudios morfoldgicos.

- Los estudios de la composicidn y morfologia de las cé
lulas que componen las colonias se realizaron segin el siguien

te procedimiento:

Las caimaras de difusidn tefiidas como se explicdé ante-
riormente, s sitdan 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-
pagquetamiento, en compacta, semicompacta (mixta) o dispersa vy,

.
a su vez, segiun el tamafio de las células que la componen y gque

se presentan con un aspecto macroscdpico de células grandes o

células pequeias.

A continuacidn, mediante una aguja enmangada y un bis
turi y controlando la operacidn en el binocular, se extrae la

colonia, evitando tomar partes de otras proximas.

El portaobjetos que contenia la camara es retirado =
del binocular y sustituido por otro limpio. La colonia,que de=-
be permanecer,bien adherida a ;a aguja o al bisturi, es deposi
tada sobre el nuevo porfa; vigilandola en todo momento a través
del binocﬁlar, para, finalmente, disgregarla y retirar el excg

so de agar que la pueda envolver.

Sélo resta secar al calor, fijar en metanol por diez

minutos y, nuevamente, tefiir con Giemsa 5%, gquince minutos.

Las preparaciones asi obtenidas son estudiadas al mi-
croscopio para analizar las células gue componen cada tipo de

las colonias extraidas.
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II. . Tratamientos térmicos. Correccidn del tiempo
de exposicidn. :

Una vez preparada la suspensidn celular, se introduje
ron alicuotas de 2 ml en tubos de vidrio estériles, que poste-
riormente eran cerrados para evitar cualquier tipo de contami-

nacidn.

Excepto en el momento de realizar el tratamiento tér-
mico y con la finalidad de evitar en lo posible la mortalidad

celular v también para sistematizar la experimentacidn y la

temperatura de- la suspensidén en el comienzo del tratamiento =
térmico, se mantuvieron todos los tubos a baja temperatura, en

bafio de hielo.

El tratamiento se realizd en un bafio termostatizado y
con agitacidn, controlado por un termostato modelo HETO (01 T
623) a i,0,0BQC. Las medidas de temperatura se realizaron me-
~diante un termdémetro calibrado (Proton modelo 92. Intervalo =

0-500C en 1/10).

Una vez sacados los tubos del bafio de hielo y en el =
momento de introducir éstos en el nuevo bafio, en el que serian
sometidos a la ;ccién del calor, se inicid el control del tiem
po del tratamiento. Este valor de tiempo cronometrgdo ha sido

corregido en todos los casos (Henle y» RotiRoti: 1980). -

A tiempo t = O, lthemperatura en el interior de los;
tubos se mantiene entre O - 40C. Hasta gque la suspensidn alcan
za la temperatura del g;ﬁo, transcurre un determinado periodo
de tiempo; que varia fundamentalmente con el volumen introduci

do en los tubos; por tanto, este tiempo debe ser descontado pa



O

ra aproximarnos al tiempo real de tratamiento.

Para.calcularlo,'se dispuso de una serie de tubos con
teniendo 2 ml. de M.E.M., que inicialmente permanecian en baifio
de hielo. En su interior se instald una sonda conectada a un =
registrador automatico y calibrado de temperaturas, obteniéndo
se los registros cada 5 segundos, una vez que los tubos se in-

troducian en el bafio caliente.

Los resultados fueron ajustados de acuerdo a la ley =
de enfriamiento de Newton:

- kot
T-T, = AT . ¢ (1)

En la cual, T ¥ Tr corrgsponden a los valores de tempe
ratura que poseen la suspensidn celular a un tiempo t y el baific
termostatizédo, éuya temperatura es constante. AT} corresponde
a la diferencia de las temperéturas del bafio y la suspensidn pa

ra un tiempo t = O,

Otro factor qﬁe ha sido considerado pafa la correcccidn
de los tiempos de tratamiento es el debido a la mortalidad pro-
ducida durante el transito de la tempefafura y aApartir del mo-
mento en que ésta alcanza el valor de 42§C. Por debajo de este

valor v a los tiempos de exposicidn a que estén sometidas las

i

células, se considera qﬁe no existe pérdida de viabilidad.

Para numerosas lineds celulares ha sido definida una =
relacidén entre tiempo y temperatura que producen el mismo efec-
to biolégicd. Esta relacidn obedece a una ecuacidn exponencial
del tipo de Atz 2z ., = =b.T

y donde a y b son caracteristicos

. de la linea celular.
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Si el sistema es mantenido a la temperatura Tl por un

intervalo Aﬁl , €S posible determinar el tiempo, At , Qque

2
a la temperatura T2 produce un efecto bioclbdgico equivalente.

Atz . -b.TZ
= - —- At =
Atl s b.Tl 2

Consideremos una temperatura T, temperatura a la que

se encuentra el bafio ¥y a la cual serdn sometidas las células

ft

que se encuentran en el interior de los tubos. La temperatura =
- de las células, como hemos visto, varia desde 0-49C hasta T ,em
. : T

funcidn del tiempo, segin la expresidén (1l). Por tanto:

%

) -kot
h. ( T * g ) .
tr = 8 o dt (2)

E
-
=}

Segiin dicha expresidn, se calcula el tiempo que a la =
temperatura de tratamiento produce la misma accidn letal a la =
producida durante el trinsito de temperatura, desde 0-42C hasta
Tr y considerando la inexistencia de efecto letal por debajo de

-los 429C, por 1lo que tb adgquiere el valor del tiempo necesario:

para llegar a 42¢C.

El sistema ha sido resuelto mediante integracidn numé-

rica.
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II. 5 . Método de minimizacidn numérica.

ElL ajuste de los datos experimentales al modelo tedri
co-matemdtico de blancos se ha llevado a cabo a través de un =

programa en lenguaje FORTRAN V, utilizando el sistema de la

UNIVAC 1100/81 del centro de cidlculo de la Junta de Energia Nu

clear, asi como la libreria de programas del grupo de Altas

Energias.

En esencia, hemos utilizado un programa numérico de

. - . . £ X 3 . -~ . . » » a . ’
minimizacion, MINUIT, para insertar, como funcion a minimizar,
o 2 . ‘ . . s
un estimador X°, gque permite la determinacidn de los valores de
los parametros del modelo, gue preporcionan una mayor compati-
bilidad entre las predicciones tedricas sobre el comportamien-
to del precursor G-M en CDA ante los- diferentes tratamientos =
tbrmicos realizados ¥ los resultadcs experimentales obteni-~

.

dos.

La expresidn general del estimador, cuyo minime nos =
ha propercionado la mejor compatibilidad estadistica tedrico -

experimental, es la siguiente:

2 s« ( F3(tes) = Fs{exp) )2

A 7
. g£s{exp)”
en donde F3(tea), es el valor de la fraccidm de supervivencia
obtenida de acuerdo a la expresidn; fS(exg) .es la fraccidn de
supervivencia experimental y £3(exp) es el error experimental.

El programa MINUIT trabaja de forma gue en funcidn de

unos valores iniciales de los paradmetros, proporcionados en =



3

forma de datos tipicos del programa, asi como de las indetermi

naciones que el usuario estima tienen dichos valores respecto

del bptimo, los va variando en cantidades que corresponden a

distancias razonables, estimadas del minimo y estudiando al

mismo tiempo el comportamiento de la funcidn cuyo extremo se
desea calcular. En cada uno de los pasos de la minimizacidn,el
PR S
programa calcula el valor de la funcidon X~ utilizando los va-
lores de los pardmetros propuestos por el programa. La minimi-
. # o o . &, . . o~ -
zacion termina cuando la distancia a2l minimo es inferior a una
tclerancia, dato que fué de 0,l. Una descripcidn mds detallada
de la metodologia de cadlculo desarrollada por el programa ===
MINUIT puede encontrarse en trabajos anteriores (Vidania,1l982;

James, £976).
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II. 6. Representacidn grifica de las curvas de super
vivencia.

Con la finalidad de representar gréficamente las cur-
vas de superviVenci; tedbricas deducidas del proceso de minimi-
zacidn que realiza el programa MINUIT, se recurrid a la utili-
zacidn de la subrutina GRAFIC (Carretero, 1977). Dicha subruti
na tiene por objeto facilitar la confeccidn de graficas en el
"TRAZADOR CALCOMP" del centro de calculo de la Junta de Energia

Nuclear.

En esencia, el método comnsiste en comunicar al progra
ma los valores de los paréametros calculados por MINUIT,corres-
poﬁdienteé 2 la expresidn gque define el modelo tedrico de blan
cos, para gue mediante llamadas sucesivas a la subrutina GRA-
FIC, rotule los valores expperimentales de F.S., E.S. y la cur

va tedrica deducida del proceso de minimizacidn.
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CAPITULO III. RESULTADOS
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III. 1. Estudio morfoldbgico.

Una vez clasificadas las colonias en el binocular, sg
gin el grado de empaguetamiento (compactas, dispersas ¥y mixtas),
v el tamafio de sus células, se tomaron muestras de los distin-
tos tipos ¥y medianfe su estudio a 1250 X, se comprobd éue, in-
dependientemente del empaquetamiento, las colonias compuestas
por células "grandesﬁ correspondianvg colonias de macrdfagos y-
las compuestas por células "pequefias" a colonias de granulodio

tose.

En la fbtografia i puede cbservarse el aspecto que prg
séntan las colonias a los cinco dias de cultivo, en el momento
de realizar los contajes. En ella se aprecian claramente las
diferencias existentes entre las colonias granulociticas (@) y

1a macréfagas (M). Igualmente se observa la presencia de algu-

naes "clusters"” (C).

b ._“

E

i
M
g

o

7

4

.-
g
%#‘1
s e
&z =
Lo
Cd

ol

Fotografia 1. Aspecto de las colonias a 5 dias de cultive. 30 X.

Tincibn de Giemsa.



-47 -

La fotografia 2 corresponde a las células de una colg
nia granulocitica (tipo G en la fotografia anterior), wuna vez

extraida ésta de la cdmara de difusidén y a £.250 X.

En ella aparece un grupo de granulocitos con formas =
todavia inmaduras, del tipo de los mieloblastes , hasta mie-

locitos o metamielocitos y escasas células més diferenciadas.

El tamafio, aungue variable con el grado de diferencia

cidn, resulta prdéximo a las 12 micras.

Fotografia 2. Colonia granulocitica a cinco dias de cultivo
(12z50X) . Tincidén de Giemsa.
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La - fotografia mnfmero 3 pertenece a la extensidn de
una coloniza de macrbéfagos (M, emn la fotografia 1'). Estas colo-.
nias»seAcéracterizan por poseer células de muy elevado tamaio,.
del orden de 40 micras. Dichas células, a su vez, presentan un
nficleo excéntrico pequefio, siendo la relacidn nﬁcleo/citoplas—
ma muy inferior a 1. El citoplasma, especialmente en las formas

i :
mis maduras, es muy vacuolado.

Fotografia 3. Fragmento de una colonia de macrdfagos {200 X.),

a 5 dias de cultivo. Tincidn de Giemsa,
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A diferencia dg otros cultivos celulares, en dénde =
una célula posee capécidad para proliferar indefinidéhente,en
los cultivos de precursores hematopoyéticos se realiza; sucesi
vamente, una replicacidn acompafiada de diferenciacidn, hasta =
un ﬁomento a partir del cual lés células pierden su capacidad
de replicarse y unicamente maduran. Por eéta razdn, un detérmg
nado precursor en el cultivo originara un nlmero definido de =
células, que serd siempre superior al qﬁe pueda originar otra
célula mids diferenciada. La sucesidn terminard comn aquellas cé

lulas gque ya no se dividan.

Entre un precursor y una célula no replicable, existe
una variedad de ellas gue poseen capacidad para formar agrupa-

ciones celulares mas o menos grandes.

Como criterio para determinar el nimero de células mi
nimo gque deberid contener una sgrupaciodn para considerarla como
la expresidn de un precursor G-M en CDA, nos hemos basado en el
que viene siendo habitual entre la bibliografia y que establece

» &, - » . *
un numero minimo de 50 celulas por agrupacion, gque en este caso
se define como "colonia'". Aguéllas cuyo niimero no alcance el =
valor de 50 se denominan'clusters" y se considera gque proceden

de otras células mas diferenciadas o de precursores lesionados.

.

Resulta de gran interés indicar que, asi como las colo
nias de granulocitos han sido generalmente de muy facil idénti
ficacidn, las colonias de macrofagos originaron mas problemas,
por producirse, en ocasiones, confusiones entre "clusters" prd-

ximos de estas células y las auténticas colonias de aspecto dis

perso.
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ITITI. 2. Evolucidn de las colonias en el cultivo{

Durante un periodo de ocho dias, mediante cuatro expe
riencias distintas, se siguid la evolucidn de las colonias que

L 4 » - . &
apareclan en las camaras de difusion.

A ldia de cultivo, Gnicamente se apreciaba en las céma
ras un fondo de células dispersas por la matriz de agar, sin =
gque aparecieran colonias ni '"clusters'" que fueran superiores a

.

10 & 15 células. ' ,

En el segundo dia, se observd ya la presencia de impor
tantes '"clusters'", pero cuyo numero de células nod alcanzaba el

valor de 50, necesario para que fueran considerados como colo-

nias.

A partir del tercer dia,aparecen colonias de los dos =
tipos descritos y cuya evolucidn viene representada en la figu-

ra 2.

" Como puede apreciarse, después del guinto dia, el néG-
mero de las colonias de granulocitos desciende lentamente,mien
tras que las colonias de macréfagos prosiguen aumentando duran

te los ocho dias estudiados.

Debido a que en el dia 5, el nimero de los dos tipos
de colonias resultd ser similar y por obtenerse aqui el méximo
nimero de las colonias de granulocitos, consideramos adecuado
utilizar este periodo de culti&o para todas las experiencias =

posteriores.
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Figura

20 ~ & C. Granulocitos
O C. Macrofagos
O Total colonias. Q
- Qe
80 -
50 1 . 0
. /
R 0
=
[=]
O
S
= 30 +
Q
5 3
&) //////
10 1 ¢/
. - |
. 2 , ] ‘ ;
1 2 3 4 5 5. 7 8

Dias de cultivo

2. Representacidn del nlmero de colonias que aparecen
a distintos dias de cultivo, para una concentrac1on
de 50.000 células/cémara.
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III. 3. Estudio de la correlacidn entre el niimero de
células sembradas por camara de difusidn v =
el ntimero de colonias contados a los cinco =
dias de cultivo,

Con la finalidad de conocer si el nimero de colonias
de granulocitos, de macrdfagos y el total de ellas mantenia =
una relacidn lineal con el nlimero de células sembradas en 1las
cidmaras de difusidn, tras cinco dias de cultivo, se introduje-
ron en éstas, concentraciopes celulares comprendidas entre =

10.000°y 65.000 células/'cémara.

En: la figura 3 se representan las rectas obtenidas me

. 2
diante la minimizacidn del X7.

Aunque la eficiencia de siembra varid parcialmente a
lo largo de las distintas experiencias gque se realizaron, se =
obtuvo aqui un valor total de 1 colonia (o un precursor G-M de

CDA) por cada 2500 células de médula sembradas, estando las co

lonias de macrdéfagos y de granulocitos en razdn de 1,3/1.

Puesto que a concentraciones superiores a las estudia
das es éosible que se produzcan solapamientos entre las colo=-
nias, gue modifiquen el resultado de .los gontajes, el nGmero de
células sembradas en las experiencias en donde se realizd alghn
tratamiento letal, se ajustd, segin los casos, para obtener pos
teriormente un nGmero de colonias comprendido en el intervalo

gue se muestra en la figura.
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Figura 3. Representacidn del nimero de colonias contadas a los

cinco dias de cultivo, en funcidn del ntGmero de célu
las sembradas.
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III. 4. Efecto de la hipertermia sobre la integridad
reproductiva del precursor G-M de CDA.

IIT. 4. 1. Modelo tedrico.

Para conocer el efecto de la hipertermia sobre la intge
gridad reproductiva del precursor G-M, se determinaron los valg
res de las fracciones de supervivencia a las temperaturas de =
k2,5 , 43, 43,5 y 440oC, a distintos tiempos. Los cultivos se re
cogieron al gquinto dia de la implantacidn de las cémaras de di-

fusidén en los ratones.

En las figuras $§, 7 y 8, ademds de las curvas de super
vivencia, se pueden obéervar los valores gue toman las fraccio=-
nes de supervivencia. Como puede apreciarse, mientras qué a =
tiempos de tratamiento elevddos’la muerte es de tipo exponencial,
a tiempos cortos la disminucidn de la supervivencia se muestra

sensiblemente inferior y no exponencial.

Este hecho parecia indicar gue la mortalidad celular
producida por el tratamiento de hipertermia se ajustaba al mode
lo tedrico multiblanco de- un impacto ¥y segin el cual:

F.S. = 1 -(1-¢"%"%)7

donde

F.S. es la fraccién de supervivencia
K es la pendiente de la regidn exponencial
t es el tiempo de tratamiento

n es el niimero de blancos.

Como podréd ir comprobdndose mas adelante, a través de
- .
los valores que ha tomado el X" en los distintos ajustes, puede

decirse qgue la mortalidad de los precursores, descrita mediante



la reduccidn del niimero de colonias en funcidn del tiempo de =
tratamiento hipertérmico, se realiza de acuerdo al modelo tedri

co citado.
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III. 4. 2. Pardmetros 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 relacidn del nlmero de colpo
nias que aparecieron a cinco dias de cultivo entre los lotes =

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

En este periodq, se considera que los precursores gue
hayan recibidq alglin tipo de daifio éubletal, pueden originér el
mismo nimero de colonias gue un precursor gue no haya recibido
dafio. (Como mds tarde se verd, la reparacidn del dafio =
subletal_se realiza en las priheras horas transcurridas después
de la lesidn). Por esta razdn, y puesto que la diferencia entre
el nimero de colonias de los lotes de control y los tratados sd
lo puede ser debida al daﬁq letal producido en ias células, se
puede decir gue las fracciones de supervivencia determinadas =
son una medida directa de la integridad reproductiva de las cé-

lulas.

Con la finalidad de calcular los paridmetros de supervi

ite

vencia correspondientes a los precursores '"determinados'", si
llega a comprobarse gue éstos quedan expresados en las colonias
puras, los contajes se realizaron de acuerdo al total .de las co
lonias formadas y también de las granu%ociticas vy las macrdéfagsas.
Posteriormente, tras calcular las fracciones de supervivencia,
deducidas de estos contajes, se realizaron los ajustes de los =
valores experimentales al modelo tedrico, mediante la minimiza-

cion del Xz.

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

La tabla 2 muestra los parametros de supervivencia ca
racteristicos del comportamiento ante la hipertermia del pre-
cursor G-M de CDA, deducidos del ajuste de los datos experimen

tales, al modelo tedrico.

De estos resultados se deduce ya la gran termosensibi

b

lidad de estas células, puesto que con 11 minutos a 42,52C &

con 1,5 minutos a 449C se reduce la supervivencia a un 37 %,en

la regidén de muerte exponencial. Por otra parte, no se observan
diferencias significativas entre los contajes de colonias de =

granulocitos y macrdfages (hipotéticos precursores granulociti

cos y macrdfagos).



Te

L3

L3,

B L T FS
fec) (min)(min) (%)

3 1 65,3
9 7 91,0
15 13 62;5
21 19 29,1
25 23 16,4
29 27 13,6
33 31 130
37 33 7,3
3 1 74,5
7 5 68,1
11 9 57,2
15 13 12,3
17 15 15,3
19 17 13,6
21 19 8,6
25 23 2,4
29 27 1,6
6 4 61,8

S 7 21,8
12 10 10,9
13 11 12,6
15 13 6,5
16 1k 3,6

C.Granulocitos C.Macrbfaczos

ES

(%)

25,2
22,8
18,0
b6
L, 2
6,6
2,9

0,7

0,8

22,3

8,3
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Total colonias

14,8

11,9

11,0

7,8

80,9
65,3
k1,1

18,8

. IR e . S S I U

2,3

20,2

12,2

18,3
555
1,7
5,8
1,8

1,8

77,0
66, 7
51, 5
15, 7

21, 0

21,7
15, 9

13, b

4, 3
5,6
3, 0
o, 8

L4



C.Granulocitos C.Macrdfagos Tctal colonias

T+ v %, FS ES FS S Ps S ,
fe0) (mim)(minm) (%) (%) (%) (B B &) 0 -
v 4 2 8k,8 23,9 39,0 23,5 65,6 25,0

6 & 34,9 14,1 16,1 5,k 20,9 10,4 ‘

7 5 17,0 3,7 5,9 2,2 11,5 4,8

8 6  1k,2 4,6 L,6 1,k 9,3 2,6

9. 7 5,6 2,0 1,0 0,5 2,7 0,9

10 8 8,2 3,5 3,0 1,1 5,7 2,0

Tabla 1. Resultados experimentales de las fracciomes de super

vivencia para las temperaturas de 42,5 , 43, 42.5 ¥
4LhoC (F.S. = fraccidn de supervivencia; E.3. = error
estandar); t = tiempo de tratamiento cronometrado; =

t_ = tiempo de tratamiento efectivo).

-



43
53,5

Li

43

Lk

(minfl) "(min)

05095

0,192

0,661

0,092

0,306

0,813

«b0-

T N
o]

C., Granulocitos

+0,032 . +3,99
10,53 i
-0,028 -2,65
403029 +O,82
- 5,20
0,026- 0,68
+Q,048 ‘ +0,75
3,57
‘OrOk9 'Oa53
40,136 $0,42
1,66
-0,124 ‘ -0,31
Ce_Hacrbfagos
40,027, +3,64
10,86
-0,023 -2,05
+0,027 +0,69
4,83
-0,026 -0,56
+0,080 +1,16
3,27
-0,078 -0,67
$0,132 30,2k
1,23

—0’226 —0,17

(blancos)
+3,2-
2,4 -1,3
+2,5
3,4
: -1,4
3,2
3,7
‘158
+28,5
15,6 .
-13,4
+1,4
1,4
Qs 8
+3,7°
551
-2,2
+h,5
3,3
=2,0.
433’6'
21,6
-17,1

x%q

2,975
5,9 /6

3,1/3

2,4 /3

4,3 /5
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T . ' | | 24
| X T, . n XA

(2€) (min”~ (min) ‘ (blancos)

Total colonias

TS WL R U G G -

+0,027 +3,63 11,7

42,5 0,092 10,86 1,7 b,2 /5
-0,023 -2,40 -0,8 "
+0,025 . £0,70 12,7

43 0,194 5,15 b 9,0 /6
-0,023 -0,58 -1,6
+0,055 +0,81 - w2,7
~0,054 -0,57 -1,4"
+0,124 +0,37 +20,2

Lk 0,651 1,53 12,5 5,6 /3
-0,126 -0,27 10,1

Tabla 2. Parametros de supervivencia deducidos del ajuste de

los datos experimentales al modelo multiblanco.
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III. 4. 3. CAlculo del tiempo efectivo de exposicidn
hipertérmica.

Debido a que la suspensidn celular se mantiene en bafio
de hielo, tanto antes como después del tratamiénto térmico, al
introducirse los tubos gue contienen la suspeﬁsién en el bano
termostatizado (a la temperatura de tratamiento), se produce =
un aumento progresivo de su temperatura hasta que ésta se esta

biliza.

La estimacidén del tiempo de subida de temperatura,como
tiempo de tratamiento hipertérmico, puede ser la causa de erro
res en la determinacidén de la velocidad de muerte, K, y, prin-

cipalmente, del ntimero de blancos, n.

Con la finalidad de cuantificar el proceso, se realiza
ron determinaciones de las temperaturas gue adguirian los 2 ml.
del medio contenido en los tubos, cada cinco segundos y desde

gque se introducian en el bafio (Ver "Material y Métodos").

La tabla 3 muestra los valores de T~Tr (diferencia de
temperaturas entre el medio y el bafio), a partir del tiempo en
gque se inicia el tratamiento y hasta gue se estabiliza la tem-
peratura.

La recta de calibracidn obtenida como ajuste de estos

k.t

valores a la ecuacidn 1 : T-T_ =4aT .e , aparece en la figu-

ra 4.

El valor obtenido para la velocidad de la subida de =

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

Segiin la ecuacidn anterior, y conocido Kk, es posible

calcular el tiempo gque deberd de transcurrir para que la =
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1
la suspensibn ‘éue sé encuentra en el interior de los tubocs al--
cance la temperatura de 422C, a las cuatro temperaturas de tré—
tamiento. Recordamos.que por debajo de esta temperatura se con-
siderd inapreciable la mortalidad ocasionada para tiempos de ex

posicidén de pocos minutos.

T bafio (2oC) t,, (min)
42,5 1,9
L3 1,6
43,5 1,4
bl 1,3

pr e dbomuefime i fpmemiiiss- e o iastiorer i e el s el i iyl vefiprcrimus ey
¥
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. D S S D TR G GUR W AN AR WIS SN WD AN AU b U AW U L G SN AN W G AT G G AN SN G G T ST G e A G G N G A GED SN G G WY G W GND SR . GLP S S

10 32,2 36,3 29,1 ' 39,4 31,6 31,1 38,8

15 27,0 30,5 23,0 33,2 26,2 24,7 34,8
20 22,1 25,4 17,6 27,9 21,3 19,2 29,7
25 .18,1 20,8 18,3 22,6 17,3 14,9 24,5
30 1h,9 17,3 10,3 17,k 1h,0 11,3 19,7
35 12,2 14,1 -8,1 13,5 11,3 8,6 15,9
40 10,2 11,6 6,3 10,7 9,0 6,6 12,7
45 8,5 9,6 5,0 8,3 7,3 5,0 10,5
50 7.0 7,9 3,8 6,6 559 3,9 8,6
55 5,9 6,5 2,9 3,2 L,o 2,9 2,9
1 L,8 5,54 2,3 b1 4,0 2,3 5,8
5 3,9 L, i,8 3,4 3,3 1,8 k,8
10 3,3 3,6 1,k 2,6 2,7 1,4 3,9
15 2,8 3,0 1,1 2,1 2,4 1,1 3,2
20 2,3 2,5 0,9 1,7 2,0 0,9 2,8
25 1,9 2;2' 0,7 1,b 1,7 0,7 2,3
30 1,6 1,9 0,6 0,9 1,4 0,5 1,9
35 1,3 1,6 0,5 0,8 1,2 0,5 1,6
%0 1,1 1,3 0,k o,7v 1,0 0,k 1,3
k3 0,9 . 1,1 0,3 0,5 0,8 0,3 1,1
50 0,7 0,9 0,2 0,5 0,7 0,2 1,0
55 0,6 0,8 0,2 0,k 0,6 0,2 0,8
2 0,5 0,7 0,2 0,3 0,5 0,2 0,7



— - - — - — - —
. S T S AR D SO ST WD SN Sy ATD W S SR G WD GRS S S W T G . GRS S TP S W U W D S G S - -
- ———

t T-T_
5 0,4
10 0,4
15 0,3
20 0,3
25 0,2
30 0,2
35 c,2
Lo 0,1
ks 0,1
50 0,1
55 0,1
3 0,1
5 0,0
10 -
15 -
20 -
Tabla 3.

0,6 0,2 0,3 0,3 0,1 0,6
0,3 0,1 0,2 0,3 o,1 0,53
O,k 0,1 0,2 0,2 0,1 0,4
0,4 0,1 0,1 0,2 0,1 O,k
0,3 0,1 0,1 0,3 0,1 0,3
0,3 0,1 0,1 0,2 0,1 0,3
0,2 | 0,1 0,0 0,2 0,1 0,2
0,2 0,1 - 0,2 0,0 0,2
0,2 0,1 - 0,2 - 0,2
0,1 0,0 - 0,1 - 0,1
0,0 - 0,1 - 0,1
- - 0,1 - 0,1
- - 0,0 - 0,1
- - - - 0,1
- - - - 0,1
- - - - 0,0

Evolucidn de la temperatura de los 2 ml de M.
gue se encuentran siendo sometidos a calentamien-

bafio y el

diferencia de temperaturas entre
»M.E.MC )

E.M.,

el



T-T (°C)

—-56 -

100

TIEMPO (seg)

*

Figura 4. Representacidn de la variacidn de la temperatura
-del M.E.M. (2 ml), gque se encuentra siendo some-

tido a una exposicidn hipertérmica.
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Como efecto bioldgico producido por la hipertermia,=
necesario para el célculo de la relacidn entre la temperatura
y el tiempo de tratamiento, se ha escogido la reduccidn 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
- . s . 2 ‘K.t n

curvas de supervivencia ajustadas a la expresidn FRS=1-(l-e )

ya determinadas.

n
Por tanto, en este caso t = 1n(1-V1-0,1 ) .
K .

En la tabla &4 figuran los valores de ti0° segin el =
contaje independiente de las colonias y de su total, asi como

el valor de la constante b.

C. Granulocitos C. Macrofagos Total colonias
ToC t1g (min) b tio (min) b tiq (min) B
42,5 32,88 28,43 : 30,28
L 18,21 18,81 18,29

-0,8 1,0 -0,9
43,5 12,83 , 11,33 : 11,40
4l 8,32 6,50 7,36

Tabla 4. Valores de tiempo necesarios para reducir la supervi
vencia a un 10 % y de la constante "b" caracteristi-
ca de la linea celular.

—

La figura 5 muestra la representacidn del efecto iso -

biolégiéo mencionado para las cuatro temperaturas estudiadas.



2
10

tlo (rrlm )
[
}

C.Granulocilos : C.Magrdfagos i Total Colonias

[AY
\\\\\\\ i O B
- o — \ \ o
N B
i , 0 i o\ (l)0
o o \ -
I I ] ' I ] i ] | | I I |
42,5 43 635 44 25 43 435 4k 42,5 43 435 Lk
T'c) . ~ T(°C) , T(%¢)
Figura § . Representacidn del efecto isobioldgico, obtenido de acuerdo a los ajustes de las cur-

vas de supervivencia.
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Conocidos los valores de K y b, se calcularon los'valg
res del tiempo efectivo medianfe la expresidn 2

tr

En todos los casos, se tomd 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 =
(tf) y el tiempo efectivo, de mortalidad eguivalente a la pro-
ducida a la temperatura T, (tr)7 indica el retardo gque 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 parédmetros que intervienen en la correccidn, asi como los

resultados obtenidos por ésta.

Puesto que al considerar el efecto que prodﬁce la subi
da de temperatura, se obtiene, en todos. los casos, un retardo =
en el tiempo efectivo sobre el tiempo cronometrado, prdéximo a
2 minutos, 'de;contamos.este pe;iodb de todas las medidas rea
lizadas. Por tanto; las fracciones de supervivencia gque inicial
mente correspondian a un tiempo t de exposicidn, se correspon-

derdn ahora con el tiempo:t-2 minutos (tabla 1).
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t t b

AT, o " k ta femt
(eC) (min) (min) (min/2C)(2C/min) (min) (min)
C,.Granulocitos
38,5 (4=h2,5) 1,9 10 0,85 +28 7,91 2,09
39,0 (4-43,0) 1,6 " " 8,08 1,92
39,5 (4-43,35) 1,4 " " n 8,1k 1,86
40,0 (4-44,0) 1,3 " " n 8,17 1,83
C.Macréfagos
38,5 (4-%2,5) 1,9 " 1,03 " 7,88 2,12
39,0 (4-43,0) 1,6 " " " 8,03 1,97
30,5 (4-43,5) 1,4 " " " 8,08 1,92
40,0 (L-klL, 0) 1,3 " " " 8,10 1,90
Total coloﬁias
38,5 {4-L2,5) 1,9 " 0,94 n 7450 2,10
39,0 (4-43,0) 1,6 u " " 8,05 1,953
39,5 (4-43,5) 1,4 " " " 8,11 1,89
40,0 (L-L4,0) 1,3 moo. " 8,13 1,87

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

£;TQ:

diferencia de temperaturas a tiempo 0 entre la
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suspensidn celular y el bafio termostatizado; to: tiempo é par-
tir del cual se considera gque la temperatura alcanzada por la
suspensidén puede producir algin efecto letal en el precursor;

tf: tiempo de referencia, en el cual se considera asegurada la
estabilizacidén de la temperatura; b: constante isobioldgica; =
k: velocidad de subida de la temperatura de la suspensicdn ce-
%Plar; tr: tiempo efectivo, resultante de considerar la subida
de la temperatura; t_. - tr: tiempo de retraso sobre el’ti?mpo

f
cronometrado.
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IXI. 4. &, Curvas de supervivencia celular obtenidas
’ segiin los valores de tiempo efectivo de =
tratamiento. ‘

Una vez corregidos los tiempos de tratamiento cronome
trados y obtenidos los valores de tiempo de tratamiento efecti
vo, se realizd nuevamente el ajuste de los datos experimenta -

les al modelo tedrico.

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

paradmetros y curvas de supervivencia.

Tal como puede verse en la tabla, el nimero de blancos
que resulta necesario inactivar, para que se produzca la pérdi
da de la integridad reproductiva de las células, es inferior,
en todos los casos, a los gue se indicaron anteriormente (ta -
bla 2); Mientras que sin realizar la correccidn,se obtenian va
lores comprendidos'entre 1,4 v 21,6, ahora la mdxima diferencia
entre los blancos gque se deben inactivar a cada una de las tem
peraturas es prdoxima a 2. Dada la similitud entre el numero de
los blancos determinados a las distintas te@peraturas y puesto
que el error de éstos es, en muchos casos, de su mismo orden =
podemos considerar que existe un niimero de blancos en los pre-
cursores gque resulta comin a temperaturas comprendidas dentro

del rango: 42,5-L44oC.

Tal como puede apreciarse por los valores obtenidos =

. P 2 . & - . &
en la relacidn X°/9Y, la reduccidn de las colonias en funcidn =
del tiempo de tratamiento hipertérmico, se realiza segfm lo =
describe el modelo y solamente en las colonias de macrdfagos,a
430C se obtiene un ajuste deficiente, que indica una subestima-

., - s
cion 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.



k2,5
L3
43,5

Lh

k2,5

L3

Lh

+0,031
0,097

+0,029
0,192
'-0,028

30,049
0,274
-0,050

10,1k
0,580

=7k

T
o

(min)

Granulocitos

+0,81

+0,50
1,72

+4,27
1z,1l1

"'2,71 .

+0,70
L,85
- =0,56

+1,19
3,37
-0,72

(blancos)

2,3

3,3

1,6

n

“O,Bv

+1,5

-1,0

+5,3

"0,8

2,1

-1,3

+1,7

-0,9

3,9 -

6,1/6

3,1/3

2,5/3

15,0/6

657/3

6,7/3



k2,5

43

Li

Tabla

6.

+0,028
0,092

30,025
0,193

+0,055
0,279

+0,129
0,633
-0,130

“75-

~

4
o

(min)

10,87
“295h

+0,73

4,24

(blancos)

l,Lf"

2,9

n

+1,3

—057

+1,6

-l’o

+1,1

<2/

9,3/6

5,4/3

Ut
-

Ut
~
W

Paridmetros de supervivencia deducidos-del ajuste de los

datos  -experimentales al modelo multiblanco, aplicando

la co:reccién del tiempo efectivo de tratamiento.



Figura 6. Curvas de supervivencia obtenidas medlante el contaje de colonias granulociticas.
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Flgura 7. Curvas de supervivencla obtenldas mediante el contaje de colonias wmacréfagas,
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III. 4. 5. Representacidn de Arrhenius. Cllculo de
la Energia de activacidn.

La relacidn entre las velocidades de muerte celular =
(K) v la temperatura, se muestra en la figura 9, en la cual =
el logaritmo de la velocidad se representa en funcidn de la in

versa de la temperatura absoluta.

La EBnergia de activacidn del proceso, A, se calculd
a partir de las velocidades obtenidas y mediante la expresidn
de Arrhenius para los efectos de la temperatura en procesos =

biolbgicost

K:Ko.eﬂ/z '(l/T0 - 1/T)

Donde:

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

“

K = velocidad a To
M = Energia de activacién

Puesto que en el tramo exponencial de las curvas de =
- » I , . - I3 I3
supervivencia tan solo queda un blanco sin inactivar, la velo-
cidad de muerte celular se corresponderd con la de inactivacidn
de este blanco y anidlogamente la Bnergia de activacidn calcula

da, con la de la reaccidn que conduce a la inactivaciodn.

Como puede observarse, en lugar de representar las =
constantes de wvelocidad, hacemos referencia a las velocidades de
la reaccidén que conducen a la pérdida de la integridad reproduc
tiva de la célula, debido a que el factor gue juegan las concen
traciones de los reactantes responsables de que ocurra el procge
so de inactivacidn de los blancos es desconocida. Al considerar

a este factor como constante, bajo nuestras condiciones, la re-
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lacidn entre la constante de velocidad y la velocidad (X),cal-
culada segin la cinética de muerte celular, dependeréd fGnicamen
te de otras dos constantes: Constante: de Boltzman y‘constante
de'ﬁlank; Por ello, aungue en la expresidén anterior la ordena-
da en el origen resulte indeterminada, la Energia de activacidnm

resultard independiente de que determinemos el valor de la velo

cidad o el de la constante de velocidad.

Los valores de la Energia de activacidn, deducidos de

las velocidades de muerte térmica son:

2N
C. Granulocitos: 216 i 46 Kcal/mol 0,9/1
C. Macrofagos o7l ¥ 38 n : 1,6/1

Total colonias 234 Ty " 1,2/1
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42,5 43 . 43,5 Lé
10 1 | ] {
P =
‘—‘C
E T H-
= 17
x ——
4 o —— — —— (. Granuloc.
J O—--—2C. Macrof. .
O ———— Tot.Colonias
- 0,01 T T v i
3170 3165 316,0 3155
J—x!O

Figura 9 . Representacién de Arrhenius para la velocidad de
muerte celular (K). (Cada trio de puntos, aungue
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 ntimero de blancos =
comin, en el intervalo 42,5 - 44oC

Con los resultados obtenidos hasta este apartado, se =

formularon dos hipdtesis:

1. E1 niimero de blancos dafiados en la célula (n) es el mismo =

para las cuatro temperaturas estudiadas.

2. Los valores de las velocidades de muerte térmica (K) cumplen
una relacidn exponencial frente a las temperaturas absolu -

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

Supuestas ciertas las anteriores hipdtesis, se sustitu

ybé:
-K.t\n
FS=1-(1-e ) g Y2 (/T -1/T) n
FS=1- |1-e %0°°® °©
KzKo_eﬂ/z '(l/TO -1/T)

Segln esta expresidn, todos los datos experimentales
han de ajustarse conjuntamente, obteniendo, por tanto, el nime
ro de biancos gque es necesario inactivar para gque, a cualguie-
ra de las temperaturas estudiadas, se pierda la integridad re-

productiva de los precursores.

La tabla 7 muestra los parametros obtenidos del nuevo

ajuste.

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

pervivencia ajustadas segiin el nuevo modelo.

En el caso de las colonias de macrdfagos, el ajuste pa
rece verse afectado por la subestimacidn en los errores de las

fracciones de supervivencia correspondientes a la temperatura =
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de 432C. Para granulocitos y el. total de lasvcolonias, el ajus

te a este nuevo modelo se considera muy bueno,.



3L -

: 2
T? K T, - n It /)
(ec) (min-l) (min) {(blancos) (Kcal/mol)
C. _Gramulocitos
42,5 0,117 8,55
43,0 0,191 5,23 . 10,9 +10,3
2,8 197 19,9/25
h3,5 0’311‘. 3’19 "O,/ -10,2 N
44,0 0,513 1,95
C. Macrbfagos
42,53 0,104 94557
13,0 0,192 5,20 20,7 9,6
' 1,9 243 h5,8/25
43,5 0,353 2,83 =Cs5 =849
LI-LP,O 0,613’7 1’5&
Total colonias
52,5 c,101 9,86
43,0 0,178 5,62
’ ’ 21 +0,2 +9,0
1,9 224 28,6/25
43,5 0,311 3,21 -0,5 -8,5
4L, 0 0,543 1,84

Tabla 7.

Parédmetros de supervivencia deducidos del ajuste conjunto
de los resultados experimentales obtenidos entre L2,5-LlLe¢
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Figura 10. Curvas de supervivencla resultantes del ajuste conjunto de las fracciones de
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III. 4. 7. Célculo de la Entalpia, Energia libre v
Entropia de activaciédn.

' Obtenidos los valores de la Energia de activacidn del
proceso gue conduce a la pérdida de la integridad reproductiva
de la célula, es posible determinar otros pardmetros termodini

micos:

- Entalpia de activacidn:

Los. valores de la BEntalpia, obtenidos seglin la expresidn =

Lka= Ea - R. T, sonmn

Colonias GranulocitoS eseeseeess 196,7 Kcal/mol
Colonias MacrdfagosS eeeceesseses. 2425 1

Total Colonias .eececcccccoccans 223,5 n

- Energia libre de_activacién:
Dados los valores de las velocidades de muerte, se calcu =
laron los valores de AGT segin la expresidn de Eyring:
R = (k.T/m).e - BC/RT L Goae
es la velocidad de muerte a la temperatura T

K
k es la constante de Boltzman
h

es la constante de Plank

T& (oC) AGT (Keal/mol) AG™ (Kcal/mol) AGT (Rcal/mol)
C.Granulocitos C.Macréfagos - Total colonias

k2,5 17,3 17,5 17,4

43,0 i7,1 17,2 17,1

43,5 16,8 18,7 16,8

LL 0 16,5 16,4 16,5
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Entropia de activacidn:
Segﬁn la expresidén AS™ = (AH® - AG™)/T, se obtiene el va-
lor de la Entropia de activacidn, gue resulta:
Colonias Granulocitos ...... 568,3 U.e.
Colonias Macrdfagos ........ 713,3 U.€.
U.e.

Total ColoniasS ececesssescees 652,2

( A seme janza de lo gue ocurre con el AH no se expresan
los resultados en funcibn de las cuatro temperaturas por

resultar redundantes)
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.III. 4. 8. Reparacidn celular del dafic subletal acumu-
lado.

Con la finalidad de comprobar la capacidad de reparacidn
del dafio subletal termoinducido en el precursor G-M de CDA,hemos
fraccionado en dos un tratamiento hipertérmico cuya mortalidad =

se habia determinado,previamente.

Si efectivamente es posible la reparacidn del dano, 1la
mortalidad producida por el tratamiento fraccionado serd inferior

a la que corresponde a una exposicidn tinica.

En el contexto de la teoria del blanco, se considera gque
las células perden su integridad reproductiva cuando todos sus =
blancos resulfén inactivados. Si como consecuencia de la primera
mitad de un tratamiento de hipertermia, la fraccidn de supervi -
vencia celular correéponde a la regidén exponencial de la curva =
de supervivencia (n-l1 blanco dafiado por célula "viva"), la iﬁaca
tivaciénvde cada blanco en la segunda mitad, originara la pérdi-
da de la viabilidad de una célula. Sin embargo, si entre ambas =
fracciones se mantiene a las ;élulas en condiciones que permitan
su reparacidn, cuando se inicie la segunda exposicidn, los blan-
cos inactivados de las células "vivas'" quedaran reparados y, por
tanto, al existir ahora células con m&s de un blanco activo,sera

posible que parte del dafio gque reciban en la segunda mitad del =

tratamiento sea de nuevo acumulado. Por esta razdén, una forma de
determinar experimentalmente la capacidad de reparacidn celular .
es aquella en la gque se mide la supervivencia en funcidn del =~ =

tiempo de reparacidén entre un tratamiento fracciomado.

El tratamiento hipertérmico gue ha sido fraccionado co=-
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rresponde a una exposicidn de 17 minutos a la temperatura de &432C,.
Como condiciones de reparacidn se ha mantenido a las células a =

249C por un periodo comprendido entre O y 6 horas 30 minutos.

PROTOCOLO

17" (432C) e 8'30" (432C) + Reparacidn (242C) + 8'30" (432C)

18' (432C) ==p=-'9'30" (&30C) + Reparacidn (2&2C) + 9'30" (L3eC)

En las figuras 13, 14 v 15 se pone de manifiesto el au-
mento de la supervivenci; celular como consecuencia de la repara
cidn del daio acumulado en el primer tratamiento (puntos gegros).
A partir de un periodo préximo a tres horas de reparacidn, la su
pervivencia parece estabilizarse, lo gue indicaria que ya todos
los blancos lesionados de las células viables se esncuentran de =

nuevo activos.

Los puntos claros, considerados como control, muestran
la supervivencia de los precursores tratados con exposicidn (ni-

ca y mantenidos posteriormente a 242C,

Estos resultados ponen de manifiesto la capacidad de re
paracidn del precursor comin o de los posibles "determinados'",lo
que, por otra parte, tambiénm 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, debide

a la subida de la temperatura de la suspensién desde 24 a L43eC.
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Figura 13. Representacidén de la reparacidn celular al fraccio-
' nar en dos un tratamiento de 17 minutos a 432C. En
abcisas, tiempo de reparacidén a 249C entre los trata
mientos fraccionados. Colonias granulociticas.
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Figura 14-.  Representacidn de la reparacidén celular al fraccio
nar en dos, un tratamiento de 17 minutos a 43eC. =
En abcisas, tiempo de reparacidn a 249C entre los
tratamientos fraccionados. Colonias de macrdfagos.



Figura

15 .

Fraccion Supervivencia

94

£
N
i

2
-

003 ! ! 1 . ! .

1 2 3 4 5 6 7
Tiempo Reparacion (HORAS)

Representacidén de la reparacidén celular al fraccigo
nar en dos un tratamiento de 17 minutos a 432C. En
abcisas, tiempo de reparacidén a 242C entre los ‘tra
tamientos fraccionados. Total de colonias.
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IV, 1. Método de cultivo v clasificacidn de las colo-
niase.

El método de cultivo que hemos elegido para el trabajo

es una modificacidn del deécrito por Gordon (1974).

Esencialmente, consiste en inyectar en el interior de
unas camaras que permiten el flujo de liquidos pero no de célu-
las, una suspensidén preparada a partir de médula bsea de ratdn,

gque incluye también una solucidn de agar.

La i@plantacién intraperitoneal de las camaras en los
ratones hospedadores permite la multiplicacidn celular, y debi-
do a la gelificacidn del agar aparecen,tras los distintos dias
de cultivo agrupaciones que contendrédn nn nfimero mayor o menor <

de células dependiendo del estado de maduracidm de la que proli

fere,

De los resultados extraidos de la bibliogfafia, dedu -
cimos que para considerar a una agrupacidn celular como la ex-
presidn de un precursor, deberd de contener, al menos, un ni-
mero préximo a. 50 células (y es denominada colonia; si no llega

a este ntmero, se llaman '"clusters"l.
h b

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

nias, es posible cdterminar los precursores con actividad proli-

ferativa, que existen en las céamaras.

Una vez finalizado el periodo de cultivo, Gordon extrae

las cémaras de los ratones hospedadores y retira el filtro Mi

Ilipore gue cubre uno de sus costados, para realizar en estas

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

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

Por otra parte, en lugar de realizar los contajes ai -
rectamente, tefiimos las colonias, afladiendo unas gotas de Giem-
sa, adecuadamente filtrado, sobre las camaras ya abiertas. Con
ello, se consigue cuantificar e identificar méds ficilmente las

colonias formadas.

La clasificacidén de éstas, segin el grado de empaqueta
miento de sus célulaé, tal como sefiala Metcalf (1971) ha sido =
sustituida. Este autor clasifica a las colonias en tres tipos:
compactas, dispersas y mixtas. Las células componentes de las =
colonias comﬁactas, indica, resultan en’su mayeria granulocitos,
las de las dispersas, macrdfagos, y las cé&lulas de las colonias

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

una mezcla de ambas células.

En nuestros cultivoes, una vez realigadas las tinciones,
observamos dos tipos de colonias fécilmente distinguibles. En =
unas, las células presentaban un tamafio muy elevado ( = 40 mi-
cras) y en las otras, a los 40 X con que- se fealizaron los con-
tajes, las células parecian mucho més pequgﬁas ( ~ 10 micras).
Posteriorménte, mediante“el estudio de cada uno de los tip&s de
las colonias, a 1250 X, se observd que, independientemente del
empaquetamiento que presentaran, las colornias compuesfas por cé’
iulas pequefias eran de tipo granulocitico, mientras que las =

que contenian células de tamafio superior eran de macrbéfagos. -

A pesar de gue nuestro criterio de clasificacidn no es
el seguido por Metcalf, hemos de considerar que la mayoria de =

las colonias dispersas que observamos, estaban constituidas por
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células grandes e igualmente las colonias compactas por células
pequeilas, por lo que, en principio, el niimero de colonias granu
Iociticas y macréfagas contadas resultaria el mismo, independien

temente del ériterio de contaje.

Sin embargo, y puesto que han sido descritas variacio-
nes en el empaquetamiento de las colonias (consecuencia de la =
utilizacidn de los distintos sueros constituyentes del medio de
cultivo y de la naturaleza del sistema alimentador, en cultivo
"in vitro"; Metcalf, 1967), pensamos gque de no estudiar todo el
contenido de la céAmara en el microscopié con alta resolucidn, =
mediante una técnica gue permita la desecaciéﬁ del agar sin al-

terar las colonias, nuestro criterio de clasificacidn resulta =

mds seguro.
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Iv., 2. Ei precursor G-M de CDA,

Desde los primeros dias de cultivo y a lo largo de las
numerosas experiencias que hemos realizado, la mayoria de ias =
colonias que aparecieron fueron puras; es decir, sdlo §é granu-
locitos o sdlo de macrdéfagos, con una proporcidn aproximada de
colonias mixtas de ambas células de tan sdlo un 5 %. Ello puede
indicar, a diferencia de lo gque ocurre en otros cultivos, en =
donde el porcentajg de colonias mixtas es superior (Metcalf ¥y
Moore, 1971), que el precursor que prolifera en la cdmara de di
fusidn de~agar.ya.esté determinadohWbien a originar la serie =
granulocitica o bien la macrdfaga, pero no ambas a la vez. Aun-
gque no dudamos del‘;orrecto procedimiento de dispersidén de la =
médula bsea utilizado por otros autores, nos parece interesante
destacar la importancia de este factor, puesté que en el caso =
de dispersione; insuficientes, la probabilidad de que un precur
sor"gragplocitico"se encuentre junto a otro"macréfago™aumenta y
por ello, tras el cultivo, apareceran colonias puras mezcladas
que se considerarénmcomo mixtas y procedentes de un precursor
comin. En nuestro caso, la dispersidém de las células fué siem-
pre comprobada por observacidn directa de alicuctas de la sus-

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

A pesar de due, efectivamente, en nuestras camaras, ca
da colonia pura puede ser la expresidn de un precursor "determi
nado" (granulocito o macrdéfago), hemos de tener en cuenta tam -
bién, la posibilidad de gque el precursor granulocito-macrdéfago

’ . . , . .
comin se exprese en ocasiones mediante la linea granulocitica ¥y

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

En conclusidn, podemos decir que el nﬁmerd tan reduci-
do de colonias mixtas que aparecieron a lo largo de las experien
cias, nos sugiere'que sea cierta la hipdtesis de que, tanto  la
linea granulocitica como la macrdéfaga, posean sus precursores =
"determinados", aunque este hecho no puede ser considerado tam-

poco como prueba definitiva de que asi suceda.

?or la importancia que representaria 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 tfabajo ha sido realizado en su totalidad, como
se ha podido ver,atendiendo a las colonias de granulocitos y de
macréfagos independientemente y, por otra parte, al total de =

ellas.

Aungque no ponemos en duda la existencia de un precur -
sor granulocitico-macréfago comin, si con el tiempo queda proba
do que éste se expresa Unicamente en forma de colonias mixtas,
todosvl;s datos que se -presentan en el,trabajﬁ-referentes a las

colonias granulociticas corresponderdn al precursor granulociti

co y de manera anidloga con las colonias de macrdéfagos.
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IV. 3. Evolucidn de las colonias en el tiempo.

La evolucidn del nimero de las colonias gue se forman
a los distintos dias de cultivo aparece representada en la fi-
gura 2. Tal como puedé apreciarse, mientras gque las colonias =
granui;cificas alcanzan su nimero méximo a los cinco dias de
cultivo, el nfimero de las colonias de macrdéfagos a los ocho =

-

dias, todavia continfia aumentando.

Suponiendo que cada uno de estos tipos de colonias fe—
presente a su precursor "determinado!", granulocitico o macréfa-
go, todos los precursores granulociticos qﬁe proliferen aparece
rén expresados como colonias granulociticas, mientras que proba
blemente algunos precursores de macrdfagos no lo hagan en un pe
riodo de ocho dias. Asi, pues, podemos hacer una estimacidn de
laos posibles fprecﬁrsores granulociticos'que exisfen en las cé-
lulas de médula sembradas vy también del nimero minimo de '"precur

sores de macrdfagos’.

El hecho de que una colonia granulocitica pueda formar
se y posteriormente se desintegre antes del gquinto dia de cul-
tivo, o una de macrdfagos antes del octavo, es considerado como

muy improbable.

Segln estos criterios, hemos obtenido en las experien
cias realizadas, un promedio de 1 '"precursor granulocitico" por
cada 4.400 células de médula, mientras que para el "precursor
de macréfagos'", al menos 1 por cada 1000 células. Sin embargo,
como la existencia de tales precursores no estid demostrada y =

- . . P . »
puesto que muchas opiniones estan en favor de considerar solo

la existencia de precursores G-M comunes, hemos realizado una
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estimacidn de éstos, mediante el nimero maximo de todas las co
lonias que se forman. Asi obtenemos que deberd existir un mini
mo de 1 precursor G-M comiin por cada 800 células de médula =

»
osea.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por
distintos autores, gque utilizan diferentes técnicas de cultivo

y animales de experimentacidn:

Steinberg (1976): El nimero mAximo de colonias granu-
lociticas aparece al cuarto dia de cultivo, obtemniendo un ren-
dimiento de 1 colonia (1 precursor granulocitico) por cada =
4,000 células de médula. Utiliza un sistema de cultivo en céma

ra de difusidn con codgulo de fibrina.

Niskanen y Cline (1979) obtienen 1 CFU-C y 1 CFU-D-G
por cada 1000 y 700 células de médula, respectivamente, siendo
mAds rapida la proliferacidn en la camara de difusidn, donde se

obtkene un maximo de colonias a los cuatro dias.

Gordon (1974): Su técnica, utilizando cédmara de difu-
sibén de agar, fué la utilizada para este trabajo. Obtiene 1 =
precursor granulocitico-macrdéfago por cada 1000 células de mé-

dula, a los nueve dias de cultivo.

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

Cuantifica 1 CFU-C por cada 1.300 células a los siete dias.

Bradley (1966): Obtiene para CFC a diez dias de culti

vo 1 colonia por cada 500 células de médula.

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

ne 1 "precursor de macrdéfagos'" por cada 900 células de médula.
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Estos hechos parecen indicar gque, independiéntemente =
de la técnica utilizadé, las.coloniés de granulocitos aparecen
como una primera onda gque alcanza su nGmero maximo entre los =
cuatro y siete dias de cultivo, mientras que las colonias de ma

créfagos evolucionan mucho més lentamente.

La estimacidén del ntimero de precursores G-M comunes en

médula, a través del nGmero total de colonicas granulociticas,

v
«

macrdfagas y mixtas que se forman, es muy similar entre los tra
bajos revisados y prdoximo en la mayoria de ellos al valor mini-
mo determinado por nosotros. Igualmente, hemos encontrado valo-

res semejantes en el nuimero de los posibles precursores granulo

]

citicos y macrdéfagos "determinados'", segin las colonias puras

gue aparecen.

]

Pese a que la evolucidn de las colonias en el tiémpo

it

ha ‘sido descrita por numefosos autores y en la mayoriabde los
casos el comportamiento ha resultado muy similar al gque nosotros
exponemos, todavia existe cierto confusionismo sobre la cinética
del proceso. El motivo de ello deriva de los trab;jos de. Met -
calf, al observarla formacidn de  pequefios '"clusters" de macrd-

fagos a partir de granulocitos inmaduros extraidos de las colo-

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

(Metcalf, 1971).
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IV. 4. Estudio de la correlacidn entre el ntimero de
células sembradas v las colonias contadas a
los cinco dias de cultivo.

La representacidn de las células gque fueron sembradas
y las colonias contadas a cinco dias de cultivo (Figura 3 indi
ca la existencia de una correlacidn lineal entre ambas, dentro

de los mArgenes estudiados.

Un aumento en el niimero de colomias por camara llega a
originar solapamientos entre ellas, por lo que de realizarse el
contaje en estas condiciones, los resultados gquedarian subesti-

mados. .

Sin embargo, en las experiencias en que se sometid a =
las células a un tratamiento letal muy elevado, el nGmero ini-

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

i

la pérdida de viabilidad, aquellas células mds diferenciadas,
por poseer una menor termo y radiosensibilidad, se encontraran

en mayor nUmero.

Algunos autores han estudiado el efecto que_pueden ejex
cer los productos diferenciados sobre el desarrocllo del cultive
en este tipo de poblaciones, encontrando en ellos ciérta accidn
inhibitoria (Willemze, 1978; Sheldom, 1978). AdGn siendo asi,bqg
cho efecto no alteraria los valores de nuestras velocidades de
muerte celular, puesto que en todas estas experiencias se utili
zb6 un lote control gque contenia la misma concentracidn gque el =
resto de los lotes y cuya supervivencia se habia determinado =

previamente.

La existencia de una relacidn lineal entre las células
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de médula sembradas en las cdmaras de difusidn y las colonias =
gque se forman, permite, en lo sucesivo, evaluar el efecto de la
hipertermia sobre la viabilidad de los precursores, mediante

la cuantificacidn de las colonias.
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IV. 5. El modelo multiblanco de 1 impacto en el ajus
te de las curvas de supervivencia.

Muy numerosos son los modelos publicados sobre la cing
tica de muerte o inactivacidén celular producida por distintos =
agentes. Gran parte de ellos, utilizan expresiones matemidticas,
segﬁn‘;as cuales el aspecto de las curvas de supervivencia re-
sulta muy similar al deducido de la teoria de blancos, pero con
~alguna pequefia modificacidn que conlleva implicaciones tedricas

muy distintas.

Dentro de la teoria del blanco, las principales difaj~
rencias surgen de considerar gque la muerte de un organismo se =
produce como consecuencia de inactivar 1 solo blanco o varios
de ellos, mediante 1 solo impacto o por variocs impactos por =
blanco (Pizzarello, 1967; Okada, 1970). Sin embargo; otros mu-
chos modelos han ido apareciendo (Payne y Garre$,1975; Elkind,
19775 Watsom, 1978; Michaels y Hunt, 1978; Garret y Payne,1978,

Tommasino y col., 1979; Roti y Henle, 1980; Domon, 1980).

Tres,han sido los criterios por los cuales hemos esco-
gido el modelo tedrico-matemdtico de blancos: multiblanco de 1

impacfo, para explicar el comportamiento de las células ante

los tratamientos de hipertermia :

1. Los pardmetros obtenidos directamente del ajuste
de los datos experimentales al modelo tedrico (T;, Ky n) son

de un considerable significado bioldgico.

2. Este modelo es el mds ampliamente utilizado por =
distintos autores, por lo que nuestros datos van a resultar fa-

- ¢ilmente comparables con los parimetros 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, nol%endria objeto. Mientras que con
cinco-diez puntos ﬁara cada curva se obtienen unos valores de =
significacidn aceptados, este nimero de puntos se qonsideraria
infimo para tratar de dilucidar por este procedimiento el mode-

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

las curvas de supervivencia gque definen los distintos modelos

"

sonr escasas ¥y que tan solo se presentan en alguna parte de Ia

curvae.

En resumen, podemos decir gue por su gran difusidn, que
nos permite comparar nuestros resultados con los de otros auto-
res, y.por su considerable significado biolégico; el modelo mul
tiblanco de 1 impacto resulta muy adecuado pafa este tipo de =

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

Antes de realizar la correccidn de los tiempos de tra-
tamiento, ya se pone de manifiesto la calidad de los ajustes de
las fracciones de supervivencia experimentales, al modelo tedri
co de multiblancos (Tabla 2). En el caso de las colonias de ma-
créfagos, vy fundamentalmente a 432 C, el ajuste, ;}n embargo, =
fué mds deficiente, gquizds debido a su aspecto disperso qué los
hace facilmente confundibles con los "clusters", tal como indi-,
cabamos anteriormenter 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 suspensidn celular, al iniciarse la exposicidn hiper -
térmica, se observa en todos los casos un retrasé.en el tiempo'
efectivo de tratamiento, que resulta prdéximoé a dos minutos. Es-
te periodo fué descontado de los distintos tiempos cronometra -
dos, lo gue origindé un descenso de los ntmeros de extrapolacidmn
de las curvas de supervivencia calculados (blancos), sin que se
modificaran significativamente los valores de las velocidades =

Ll

de muerte celular (Tablas 2 y 6).

Corregidos los tiempos de exposicidn hipertérmica, se
obtienen asi lcs pardmetros caracteristicos del precursor G-M o
incluso de los posibles "determinados" para cada linea, si es =
que realmenﬁe éstos son expresados en las colonias puras de.grg

nulocitos y de ﬁacréfagos.

Los valores del To (Tiempo gque reduce la supervivencia

de la poblacidn 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 gue las fracciones de supervivencia corres-
pondientes a las colonias de macrdfagos fueron en la mayor par-
te de los casos inferiores a lés obtenidas para las colonias de
granulocitos, no puede decirse gue en el cgﬁjunto de las cuatro
temperaturas existan diferencias significativas en cuanto a los

valores de To o n entre ellas.

Este hecho nos impide gormular una hipdétesis sobre 1la
existencia de los precursores '""determinados', en base a‘su com-
portamiento frente a la hipertermia, puesto que si bien}es cier
to que-de habefse encontrado diferencias significativas; en su
respuesta, se obtendria una prueba clara de que existe un pre -
cursor granulocitico y otro mac:éfago, no lo-es menos esperar =
gue por su similitud en él estado proliferativo, el comporta -

miento ante la hipertermia sea el mismo.

Cuando se consideran los parédmetros que se deducen del
contaje del total 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 obtendria el valor medio de los que corresponden al pre

, - L4 r, B P4
cursor granulocitico y macrofago. De no ser asi, los parametros

calculados, corresponderan al precursor G-M comin.

Cuando nos referimos a nuestros resultados, al compa =
rarlos con los obtenidos por otros autores, en distintas lineas
celulares, lo hacemos siempre sobre los que se deducen del con-

taje del total de colonias, por parecernos éstos los ma&s repre-
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sentativos, dado que el precursor G-M comin tiene mayor recono-

cimiento gque los "determinados",entre los autores.

La Tabla 8 muestra los valores del To 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 mids sensi -
ble que las células de rifidn de cerdo, PK (Harris, 1967)% vein-
te veces mis que las células Hela (Roti Roti y col. , 1979; Ger
"ner y Schneider, 1975); trece veces mis que las células de pul-
mdén de hamster chino, CHL. (Johnson y Pavelec,. 1972, Robinson vy
Wizemberg, 1974); cinco veces mds que las células 9L (Ross-Rive
roz v Leith, 1979) y de tres a cinco veces mds gue las células
de ovario de hamster chino, CHO (Westra y Dewey, 1971; Bauer vy

Henle, 1979).

Son de destacar las diferencias entre la termosensibi-
l;dad de una determinada linea, en estudios realizados por dis-
tintos autores, especialmente en el caso de CHL y CHO, en donde
resultan dei orden de un 100 %. En algunas ocasiones estas va =
riaciones en el comportamiento celular han sido achacadas a po-
"sibles diferencias en el medio de cuitivoly m&s probablemente =

en el suero utilizado (Raaphorst y col. , 1979).

En la Tabla también aparece una célula:CFU-Cb, que si
bienvpuede ser distinta al precursor G-M de CDA, es también pre
cursor de granulocitos y demacrdéfagos y, por tanto, intimamente
relacionado con éste. Como puede apreciarse en la Tabla, los va
lores de termosensibilidad calculados por Elkdn son muy infe -

riores a los gue nosotros hemos determinado.
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Entre las células cépa en las que se han realizado es-
tudios de termosensibilidad, se encuent;a la CPU-s de tipo plu-
ripofente=y”queworigina, 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 administracidn =
por via endovenosa de una suspensidén de médula, en ratdn esteri
lizado ﬁediante irradiac?én letal. Las CFU-s guedan expresadas
por la forchiég de grandes coloﬂias en el ba;o de ratoﬁes. Tal
como puede verse en la tabla,aunque algo menos termosensible,pre

senta un comportamiento semejante al del precursor G-M de CDA.

De manéra andloga, la célula cepa de intestino es tam-
bién muy termosensible, por lo que parece gue en el contexto de
loé resultados correpondientes a los precursores celulares de =
tejidos, los obtenidos por Elkon resultan en cierto modo contra

dictorios.

Elkon (1981) utiliza en su trabajo el método de Benes-
tad (1970), segin el cual se irradia a los ratones hospedadores
co? 5 Qy para estimular la proliferécién celular, recogiendo =
las cé&maras de difusidn a los siete dias de cultivo. Este autor
considera la proliferacidn relativa, semejante a la fraccidn de
supervivencia determinada por nosotros, como la relacién entre
la proliferacidn celular en lotes tratados y la proliferacidn =
de las células mantenidas a 252 C considerédas como control. A
nuestro juicio, la estimacidn de los efectos producidos en los
precursorés 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 mads 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 acla

rar a qué pueden deberse tales diferencias.

Resulta de gran interés déstacar gue las Unicas células
mids termosensibles que el precursor G-M de CDA, gue hemos encon
trado en la bibliografia, son las células L1210 procedentes de
ratén leucémico. La posibilidad de que las células leucémicas =
presenten una termosensibilidad selectiva podria justificar»el
estudio dé; los” efectos ‘de la hipertermia en el precursor G-M
de CDA en donadores a los que se les induzca una leucemia mie -

loide.

De todos. los resultados expuestos, puede concluirse =
gque, independientemente de que en nuestros cultivos pfoliferen
precursores G-M comunes o "determinados", &stos poseen una gran
termosensibilidad, que resulta incluso superior a la obtenida =
para CFU-s ( =1,5 veces) y la célula cepa intestinal ( = 2,5 ve-

ces).
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hi,5 hp 42,5 43 h3,5 Wh 44,5 K5 h5,5 W6 K6,5 W7 7,5 48

CIHf

Urano,80 -

Ce Intest

Hume, 79 -
CFU-g

Maganto, 80 -
CRU-GM, CDA
Bueren,82. -
L1210

Dowden, 81 -

Tabla B.

- - - =122 - - - - -

103 1535 - 7 5.5 3.5 - - -
- 3203 - 8.9 - 208 - 196 - -

B.. Valores del T0 correspondientes a diversas lineas

tas temperaturas.

celulares a distin-

-VTT-
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IV. 7. Hipdtesis de un numero comin de blancos.

Una vez ajustadas la fraccioneé de. supervivencia co
3J fréspondientes a las temperaturas de 42,5 , 43, 43,5 y 440 C al
.modelo multiblanco, se obtuvieron los valores del ﬁﬁmero de =
blancos que deberian ser inactivados para producir la muerte ce

lular a cada temperatura.

Seglin el contaje de las colonias granulociticas, este
nimero varia entre 2 y 4,1. El contaje de las colonias de macrd
‘fagos indica un valor entre 1,1 ¥y 3,9, ¥y resulta entre 1,4 ¥y

3 blancos para contajes del total de colonias.

1

Puesto qué‘en'mtchos casos, el error de cada uno de es
tos valores es de su mismo orden, las diferencias entre el nﬁmg
ro de blancos a las distintas temperaturas no se pueden conside
rar en ningin caso significativas, sino gque, por el contrario,

més bien parece que se encuentran tan prdéximos que expresan la
existencia de un nfimero de blancos a la hipertermia que es co-

min dentro del intervalo: 42,5 a 44o C.

Supuesto ésto, se realizd un ajuste de todos los dgtos
experimentales de supervivencia obtenidos a ias cuatro tempera
turas. E1 gjﬁste nos permite conocer el nimero de blancos celu-
lares responsables de la muerte por hipertermia en el intervalo

estudiado, asi como también el valor de la Energia de activa -

cidn, suponiendo la existencia de un nGmero de blancos comin.

Los ajustes a2l nuevo modelo resultan muy buenos y pues
to que el nimero de datos que intervienen en ellos es muy supe-

rior a los casos en los gue se ajustaban las fracciones de su-
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pervivencia de cada temperatura independientemente, aumenta =
considerablemente la confianza dé los parémetros. Unicamente, =
en el caso de las colonias de macrdfagos, los ajusten par?cen =
verse afectados por la subestimacidn de los errores de las frac

ciones de supervivencia observadas previamente a 432 C.

El valor que toman los parametros 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 ntimero de blancos %
(2,8 ;1,9 y 1,9 para colonias de granulocitos, de macrdfagos
vy el total de las colonias, respectivamente) resulta ser, ade-

mé&s, préximo al valor medio de los anteriormente calculados.

De los resultados expuestos, puede deducirse gue las =
hipdtesis propuestas, entre ellas la existencia de un nimero co
min de blancos, entre 42,5 y 442 C, tienen el suficiente apoyo

» » »
como para que sean consideradas wvalidas.
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IV. 8. Reparacidn del dafio subletal acumulado.

La existencia del hombro inicial que poseen las curvas
de supervivencia (Figuras 6-8 y 10-12) pone de manifiesto la ca
pacidad celular para acumular cierta '"cantidad" de dafio suble -

tal.

Mediante el fraccionaﬁiento de un tratamiento hipertér
mico, hemo; comprobado.que, a su vez, las.células pueden reparar
este dafio. Ello se pone de manifiesto en las figuras 13, 1k y =
15:, en donde se observa la disminucidén en el efecto letal oca -
sionado po; la hiper;ermia como consecuencia del fraccionamien-

to en dos de una exposicidn hipertérmica, manteniendo entre am-

b~s, a las células a 242 C.

A medida que el nGmero de blancos en las células es ma
yor, su capacidad de acumulacidn aumenta y, por tanto, la repa-
racidn del daifio sﬁbletal también. En nuestro caso, resulta evi-
dente el fenémenq, que parece ser madximo a partir de 1la ;egunda

o tercera hora a 240 C.

También se expresa la existencia 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 sbélo 1 blanco,no.seria posible su reparacidirs

El fendmeno descrito a 242 C es de suponer que se pro-
ducird en mejores condiciomes a 372 C y, por tanto, en condicig
nes fisioldgicas es posible que se produzca la reparacidn en me

nos tiempo. Por esta razdn, pensamos que a cinco dias de culti-

vo, el niimero de células que puede originar un precursor suble-
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talmente daflado o uno sin dafiar es el mismo, tal como se indica

ba anteriormente.
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IV. 9., Implicaciones temodindmicas deducidas de 1la ci
» nética de muerte celular, '

IV, 9. 1. Consideraciones previas.

Con la finalidad de interprétar el efecto de la tempe-
ratura en los procesos bioldgicos, Crozier y colaboradores, en-
tre 1924 y 1926, llevaron a cabo una serie de estudios y presen
taron una teoria que, entre otros, comprende loé siguienteées pun
tos: 1) Una serie catenaria de reacciones, cada una con un va
lor de energia de activacidn definido, caracteristico de la tem
peratura, tiene lugar en todos los procesos bioldgicos; 2[} E1l
proceso giobal esta determinado, dentro de un determinado rango
de temperaturas, por la reaccidén limitante; 3)A partir de una
temperafura critica, el control puede ser llevado a cabo por =
una reaccidén limitante distinta, apareciendo un codo en las pen
dientes de las rectas de la representacidn de Arrhenius; y &) =

Las correspondientes reacciones limitantes en los diferentes =
) - » - o . & . # L4

procesos bioldgicos (respiracidén, locomocidn, ...) podran ser

determinados. por la correspondencia de los valores de la Ener -

gia de activacidén (Johnson y col., 1964).

El examen de diversos procesos revela que, independien
temente de su complejidad, practicamente siempre existe un ran-
go de temperaturas en el cual la relacidén entre la temperatura

y la actividad obedecen a la ecuacidén de Arrhenius.

Al igual que ocurria con la velocidad de los latidos =
del corazdn, otras funcionas muy diversas, tales como la veloci
dad de deslizamiento de los insectos o incluso otras tan comple

jas como el funcionamiento de cerebro humano han encontrado una
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relacidn con la temperatura en las coordenadas de Arrhenius.

La disminucidn de la supervivencia celulaf como conse-
cuencia de una éxposicién hipertérmica, se observd en distintas
lineas celulares que también mantenia una relacidn exponencial
frente al inverso de la temperatura absoluta de tratamiento y =
han sidowmuy numerosos los trabajos gque se han efectuado sobre
estudios termodiné&icos de este tipo, en muchos casos dirigidos
hacia la identificacidn del blanco celular a la hipertermia (Ha
rris, 1967; Westra y Dewey, 1971; Johnson y Pavelec, 1972; John
son, 1974; Gerweck y col., 1975; Harisiadis yvdol., 1975; Ger=
ner y Schneider , 1975, Dewey ¥y col., 1977; Laundry y Marceau,
1978; Ross=Rivero y Leith, 1979; Bauer y Henle, 1979; Henle y =

Dethlefsen, 1980; Elkon y McGrath, 1981).

IV. 9. 2. Estudio termodinlmico en la teoria del blanco

Tal como se describid en la introduccidn, a tiempos =
cortos de tratamiento, existen células que poseen todos los =
blancos dafiados, células con algin blanco sin daflar y otros da-
fiados y también células gue tienen todos sus blancos intactos.
A medida que aumenta el tiempo d; tratamiento, se va incrementan
do el nﬁméro de célulaé con los blancos dafiados, hasta un momen
to a partir del cual se observa que la curva devsuper§ivencia =
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 ia muerte de una célula. Por tanto, y =
siempre a tiempos en los cuales la mortalidad mantiene una rela

cidn exponencial con el tiempo de tratamiento, la cinética de
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inactivacidén de los blancos se corresponderd con la de la pérdi

da de la integridad reproductiva de las células.

Esta es la razbén por la que los resultados obtenidos =

. - P '0 . . 2 . Vg
en procesos de inactivacion termica en enzimas, acidos nuclei -
cos, etc. (candidatos a blancos celulares por hipertermia ) pue-
den compararse con los obtenidos del estudio de la mortalidad =

celular.

.

En la figura 9,” se representa el logaritmo de las velg
cidades de muerte frente a la inversa de la temﬁeratura absolu~
ta de tratamiento (Representacidn de Arrhenius). Queda clara la

existencia de un tramo recto "{nico!", que indica que a estas =

temperaturas no existe ningim cambio de blancos.

Mediante la expresidn de Arrhenius se puede deducir el
valor de la Energia de activacidn caracteristico del proceso ¥y

que se correspondera con el de la inactivacidn de los blancos.

A su vez, estos valores resultan similares a los obte-
nidos en el ajuste conjunto de todas las fracciones de supervi-

vencia al nuevo modelo propuesto (Tabla 7).

IV. 9. 3. Estudio comparado de los parfmetros termodi
namicos obtenidos segiin la cinética celular
con los que se deducen de la 1nact1vac1on =
de las moleculas "in vitroV,

El valor de la Entropia de activacidn correspondiente

a la reaccidn que conduce a la inactivacidn del blanco y segin
. » . - . ‘ x rd
la cinética de muerte celular, ha sido 652 u.e. Este A S~ sb-

lo puede ser explicado como consecuencia de variaciones muy im-
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den: 19 Kdal/mol en la pérdida'de‘la infectividad del ARN del =
virus del mosaico del tabaco por calor (Ginoza, 1958), por lo =

que segin estos criterios es también descartado como blanco.

Los resultados anteriores pueden indicar que 1la .=
muerte celular por hipertermia se produce como consecuencia de

la desnaturacidén de una proteina, ya en la formacidn de su esta

do activado.

Jonhson (1974) considera gque el LEH*'ﬁuede ser inter -
pretado como la suma de las energias de los enléces rotos en el
proceso de la formacidn del estado activado y gue,por tanto, da
dos los valores de A H® vy el rango de las energias de distin-
tos enlaces, es posible hacer una estimacidn de las roturas pro
ducidas en el olanco, al pasar al estado acti?ado. Mediante 1la
cindtica de muerte, este autor obtuvo un AH™: 180 Kcal/mol, que
podria representar la rotura de unos treinta~cuarenta enlaces =
de puente de hidréggno o bien incluso de algin enlace c§valente.
Puesto que este autor no observd capacidad en las células para
acumular dafio subletal, hipotetizd que la lesidn sdlo podria =

producirse en una estructura de tanta importanéia como el ADN.

Aunque alguno de sus postulados es posible que no enca
je en el contexto de los parametros termodindmicos deducidos =
del estudio de las molédculas "in vitro" (AS¥ no corresponde =
con el obtenidb por alteraciones termoinducidas en el ADN) su ;
hipétesis si puede ser utilizada para estimar el tipo de las ro
turas que“se producen en el blanco, asi como también para consi
derar la importancia que supone la capacidad de acumulacidn del

dafio subletal termoinducido en las células.
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portantes de la estructura del blanco, en el proceso de forma -
cidn del estado activado, por lo que del estado de alta organi-
zacidén que poseia la molécula, se pasa a obtener una distribu -

cidn con miltiples conformaciones.

En la Tabla 9, pueden observarse los valores de é&Sx
para la desnaturacidén por calor de algunas proteinas. Si los =
comparamos Ccomn. los ’4355 obtenidos en procesos de liberaciédn
de bases del ADN por calor, se apf?bia una gran'diferencié,pue§‘
to que en este caso los valores de, A S™ varian entre 3 vy 8 =

u.e. (Greer y Zamenhof, 1969).

Estudios de este tipo han sido realizados con la fina-
lidad de cqmprobar si a semejanza de lo gue ocurre con las® ra-
diaciones ionizahtes, el ADﬁ es también el blanco para la hiper
termia. Los resultados indican que la pérdida de viabilidad de
las células por calor se dggéré a alteraciones'producida§ en
los blancos, gue no se corresponden con la lesidén termoinducida

en el ADN.

Por otra parte, la Entalpia de activacién, deducida de
la muerte celular, fué de 223 Kcal/mol. Este valor, aunque algo
suéerior, se asemjéa nuevamente al de la desnaturacidn de algu--
nas proteinas (Tabla 13) y resulta muy superior‘al AH* obteni
do en procesos de depurinizacidn por calor del ADN: 28;34 Kcal/
mol (Ginoza y Zimm, 1961; Greer y Greer y Zamenhof, 1962), en =
procesos de escisién de cadenas de ADN por calor: 25 Kcal/mol =
(Eigner y col., 1961) o en la pérdida de la actividad transfor-
mante de ADN del B. Subtillis: 28 Kéal/mol (Lindahl y Nyberg, =

1972). En lo gue respecta al ARN, el ﬁ;H"resulta del mismo or-
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; Y axt ast art s
Subsiaoes | ooy | (reemy (@ @n | e | TAS* |AH
Lasulin 200010 x10~! 35600 238 | 27300 00 |15
Pepsin 25.0| 547 x 10=¢| S$5.600 | 1133 | 21.900 | 33.750 | 6.44
Laucosin s50{12 x 10| sidoo | 1850 | 23620 6.1
Egg albumin §5.0 | 2.54 % 10= | 132100 | 3157 | 25.400 | 106.700 | 50
Hemoglobin 505|453 x 10| 15.600 | 1527 | 23700 | so.900 | 57
Trypsin 500|283 x 10° | 40,160 | 447 | 25700 | 14430 | 65
Entcrokinase 500|737 x 10| 42100 | 523 | 25000 17.050
“Trypunkinase | 50.0| 347 x 107 | 443260 | 575 | 25700 | 1%.600
* Brotwinase $00| 127 x 10~ | 37360 | 406 | 249% | .13.100
{pancreatisd
Lipase 500] 1.8 x 10~ | 45360 | 6823 | 23330 22010
. 4 X
Hemeipsia 50.0{2.09 x 10~ | 195.000 | 5370 | 24.5%0 | 173800
goat)
Vibriciysin 50.0{3.0 x10-*] 127950 | 3280 | 22.850 | 105300
Tetanotysia 50.0] 2.5 x 10~ | 172650 | 4590 | 24350 | 148.000
Peroxidase (mitk) 7010 5.1 x 10-¢ | 185300 | 4s6.4 | 25.300 | 160:000.
Rennen 50.0) 6.7 x 1u= 29.15Q 208.4 22,130 67.200
Amyiase umal) | 60,0 8D x 10~ | 41630 | s23 | 24230 17400
Invertase (yeas | $0.0| 7.7 > 10| 352350 4.7 25,000 27350 | &7
Invertase (yeast) | $5.0 | 506 % 10-* | 86350-| 1350 | 25700 60.6%0- | 5.2
Invermase (yezs0) | 502 ] 3.5 x 10| 110350 | 2625 | 25.500 | -34.830 +{ 4.0
Invertase (yeast) | $5.01 3.95 % 10= | 74350 | 154 | 24400] '50.000 | 3w
Emuisis (wet) | 60.0] 4.0 x 10°*| 4930 | 653 | 1200 | 2u.7%
Emulsin (dry) {10001 1.48 x 10~ | 2¢s%0 | ~ 785 | 23500 { - 2.93a
Lipase (dry) 1200 | 4.0 x 10| G1300{(~ 13.00 | 39.30m |(~ 5.10m
- Asz .
¢ % AHY NI 3
co| /8 Cantyse (e @ |[EiLerl @o | TaS
Egg Albumin
&5.0 | 5.0 | Water 254 x 10~ | 132000 | 3157 | 25.400 | 106:700
676 | water 25 x 10| 135200 | 2952 | 28.200 | 99.5C0
77 | Waer 18 x 10~ | 134300 | 317 | 27100 | 107200
702 |50 | Wawer S x 10° | 132300 | 3157 | 23.7%0 | 108350
§.76 | Waer 315 x 107t} 125200 | 2952 | 26,300 | 101,300
77 | wa 3% x 10| 134300 | 3171 | 25500 | 108.200
513154 | Waer 276 x 10| 96750 | 2337 | 24300 | 72500
562134 | Waseer 228 x 10~ | $6750 | 233.7 | 21100 | 73640
.3 {98 | Waer 118 x 10™ z3.500
Hemoglobin
605157 | Warer 432 x10=| 75600 | 1527 | 227 50,500
8.8 | Waer 1.65 x 10~ | 76300 | 1520 | 35600 | 50,706
188 | Waw 355 X 10™ | TI300 | 1373 | 23.840] 52460
R0 157 | War 54 x 10| 75600 | 1527 | 23.530] S2.670
68 | Water 135 x 10~ | 76300 | 1526 | 25570 | SLs30
50 | Wawe 445 x 107 | 77300 | 3373 | 23660 | 53840
64.0 | 6761 0.15 ¥ ONHOHSO, | 3.41 x 10~ | 76500 | 1525 | 25,00 | -51,400

Pardmetros termodindmicos correspondientes a la
inactivacidn por calor de algunas moléculas "in
vitro". (Tomado de '"The kinetic Basis of Molecu
lar ?iology", Jonhson, Eyring, Polissar. U.S.A.,
1954) .,
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Puesto que nuestro AH™ es del mismo orden, aungque al
go superior, al obtenido por Jonhson, el tipo de las roturas =
que se produzcan deberid ser semejante. Sin embargo, considefamcs
gue ha quedado suficientemente clara la multiplicidad de blan =
cos del precursor G-M de CDA, por lo que si resultan ciertas =
sus hipétesi; , el blanco ante la hipertermia no tendréd por que
ser el ADN y en concreto el desenrcllamiento de una de sus ca¢é
nas . Por el contrario, mds bien parece gque nuestros datos se =

inclinan hacia la idea de que éste sea una determinada proteina.

IV. 9. 4., Implicaciones termodindmicas deducidas del
estudio de los efectos de la hipertermia en
distintas lineas celulares.

Las Entalpias de activacidon que se obtuvieron en dis -
tintas células resultaron ser_éemejantes a las calculadas para
. la inactivacién de numerosas enzimas y proteinas. Tanto en CHO
(Wéstra vy Dewey, 1971), como en PK (Harris, 1966), las entai%ias

fueron de 141 Kcal/mol, a pesar de que las velccidades de muer-

te eran muy distintas y del orden de diez veces superior en CHO.

En ﬁumerosos casos, la representacién de las ve;ocida—
des en coordenadas de Arrhenius presenta un '"codo!" en la recta
que define la relacidn entre la vélocidad vy la inversa de la =
temperatura absoluta de tratamiento; es decir, que a parti£, de
una determinada temperatura (préxima a 432 C, en opinidén de al-
gunos autores), la Energia de activacidn se modifica,y muy fre-
';uentemente a ello se le ha asociado con un cambio en el blanco

celular.

El anadlisis de los parametros obtenidos por diversos =
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autores (Tabla 10), nos muestra como ademds de las modificacio-
nes del AH*e AS® producidas a temperaturas prbéximas a 439C,
también se producen otras; de manera que tratamientos con témpg
raturas elevadas van siempre acompafiados de valores AH e AS™

inferiores a los obtenidos para temperaturas més bajas.

.Como puede apreciarse en la misma tabla, independiente -
mente de la linea celular estudiada, cuando las temperaturas de
tratamiento son las mismas, los valores .de AH*y de AS* son =
semejanteé} exceptuando el caso de la CFU~CD correspondiente al

trabajo de Elkon antes citado.

Dado que en los procesos de inactivacidn "in vitro™ de
moléculas, también han sido descritas alferaciones en el AHY,
como consecuencia de modificaciones de la viscosidad, difusiédn,
etc.,con la temperatura, consideramos que no todas las variacip
nes de LLH;Qdeben ser atribuidas a un cambio en el blanco de =
la célula, aungue en ocasiones, si éstas son nmuy pronunciadas,

es posible que efectivamente asl suceda.

Atendiendo a nuestros resgltados Y puesto gque en la re
presentacidn ae Arrhenius gqueda clara la eéistencia de una sola
recta (figura 8 ), consideramos que la muerte de las células,de
bido al tratamiento.hipertérmico se debe a un mismo mecanismo =
en ei intervalo de 42,59-440 C, sin que existan cambios en los

' blancos de las células.

Por otra parte, y debido a que entre los diferentes ti
pos de células revisados, la gran mayoria presenta valores de AH
y de As™ similares, en lo& mismos rangos de temperatura,podemos
pensar que la muerte por hipértefzia*se“produce‘como consecuencia

) s 2 - - "
de la lesidn de un blanco semejante en todas ellas.



TS aun* as" . aAG”
Linea celular Referencia (ec) (Kéal/mql):(q;o.) (Kcal/mol)
ﬂﬁL‘ ‘Massicotte y col,,1981 h2,0-46,8 1“6‘ 388 23
Jonhson, 1974 h1,0-46,0 180 505 12
Hala Roti Roti } col,,1979 WYy ,0-48,0 154 ;hzo 19
Laundry y Marceau,1978 h1,0-h8,0 375 1,111 26
h2,0-h5,0 217 ..610 2l
hu.0~?7,0 141 370 23
hs,oih9,0 119 3ol 22
h9,0-55,0 W7 80 21
clo Bauer y Henle, 1979 hi,5-43,0 - joz2 ’ 893 20
43,5-48,0 131 353 20
Wostra y Dewey,1971 h3,5-h6,5 1h1 396 15
Dewey y col,,1977 hi,5-43,0 365
h3,0-46,5 1h8

=L2T=
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T8 an”  As Y

Linea celular Referencia (#0C) (KXcal/mol)(u. e, ) (Xoal/mol)
CFU-CD Elkon y MoGrath,1981 h1,5-03,5 210 622 13
h3,5-h5,5 83 216 1h
rK llarris, 1967 - hh,0-48,0 b1 398 14
Cel,Cepa llume , 1979 A h2,0-4h,5 3 . hos 15
intestinal | ’ ,
i
CFU-g Maganto y Nieto,1981  h2,0-45,0 181 522 15 : E
— | | :
Precursor -h2,5-hl,0 229 652 17

G-M de CDA

Tabla 10°. Parametros termoedindmicos correspondientes a la pérdida de 1la viabilidad
celular por tratamientos de hipertermia.
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CAPITULO V., CONCLUSIONES
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1. Partiendo de la técnica de cultivo en cémara de di-
fusidn elaborada por Gordon, se ha conseguido el cultivo de los
precursores gue originan las series granulocitica y macréfaga =
de la sangre y su expresidén mediante colonias. E1 método de con-
taje ha sido mejorado, al extraer, tras el cultivo, la lamina de
acetato que cubre uno de los costados de lascémaras, y tefiir las
colonias con Giemsa. De esta manera, se consigue mantener en me-
jores condiciones el gel de agar gue contiene las colonias y des
taca; su presencia en los contajes. A su vez, ello ha permitido
establecer un criterio de clasificacidn de las colonias en. granu
lociticas f macrdfagas, segin el tamafio de sus células, que re =-
sulta mids seguro gque aquel que atiende al grado de su empaqueta-

miento.

2. Mediante la cuantificacién de los distintos tipos =
de colénias se ha podido seguir su evolucidén a lo largo de un peg
riodo de 8 dias, gquedando de manifiesto que las colonias de macrd
fagos se caracterizaﬁ por ser de una evolucidn mas lenta que las
de granulocitos, asi como también que tan sdlo una peguefia mino-
ria de ellas contienen grdnulocitos y macréfagos conjuntamente.
Por tanto, la propia naturaleza de las colonias apoya la hipdte=
sis gque considera la existencia de precursores gque originan de =
una manera determinada la serie granulocitic$ o la macrdfaga in-
dependientemente. En este contexto se ha calculado que existira
un "precursor granulocitico" por cada 4.400 células de médula =
dsea de ratdn y al menos/ﬁn "precursor de macrdéfagos' por cada =

1.000 células de médula, mientras que si consideramos al precur-

sor granulocitico-macrdfago comin como el gue prolifera en la ci
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mara de difusidn, su concentracidn en la médula serid de al menos

1 por cada 800 células.

3. 5Qbmo;.éﬁkiﬁs tratamientos de hipertermia realizados
én las diflerentes experiencias, la cinética con que se produjo la
pérdida de la viabilidad celular se ha correspondido con la des
crita por el m9delo maltiblanco de 1 impacto.mencionades, sus im-—
plicaciones tedricas han sido aceptadas para explicar el éompor-

tamiento de los precursores ante este 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 To’ determinados
segiin el total de las colonias contadas y que corresponderia al
precursor comin, son: 42,52C - 10;87 min; 432C - 5,18 min; &3,32C
«3,58 min y &4ceC -1,58 min, conm un nfimero de blancos comprendido
entre 1,4 ¥y 3,0 . De estos resultados se deduce gue el precur -
sor G-M de CDA se comporta~como_unakde las células mas termosen-

sibles gue aparecen en la bibliografia.

L, Ha sido elaborado un modelo segin el cual fodas las
fracciones de supervivencia correspondientes a las cuatro tempe-
raturas estudiadas se ajustan conjuntamente. Los resul@ados obte
nidos sugieren que en el intervalo 42,5 -449C la pérdida de la =
viabilidad celular se produce como consecuencia de la inactiva -
cidén de un mismo nimero de blancos y que el mecanismo por el cual
se produce esta inactivacidn es también el mismo dentro del in-

tervalo.
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‘SQ A través del fraccionamiento de una exposicién hi =
pertérmica, ha quedado comprobada la capacidad de los precurso -
res a acumular y reparar dafio subletal termoinducido, lo que im-
plica la posibilidad de reactivacidn de los blancos en las célg¥
las gue permanecen viables.

i 6. La interpretacidén termodindmica de la cinética con
que se produce la pérdida de la viabilidad celular sugiere, en =
concordancia con otros estudios.te;modinémicos,.y a diferencia =
de lo que ocurre en las radiaciones ionizantes, que la molécula

blanco ante la hipertermia es una proteina y no el ADN.
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The results indicate the high thermosensitivity of these cells and also their
nuitiplicity of targets fhat, in agreement with the statement of other authors,
seen to be composed of proteins. The capacity of the precursors to acumulate and
repair sublethal damage has been evidenced too,

The results indicate the high thermosensitivity of these cells and also their
nultiplicity of targets that, in agreement with the statement of other authors,
seem to be composed of proteins. The capacity of the precursors to acumulate and
repair sublethal damage has been evidenced too.
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The results indicate the high thermosensitivity of the cells and also their
multiplicity of targets that, in agreement with the statement of other authors,
seem to be composed of proteins. The capacity of the precursors to acumuTate and
repair sublethal ddmage has been evidenced too.
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J.E.N. 526 ’
Junta de Enérgfa Nuclear. Divi sion de Quinica y Medio Ambiente. Madrid.

Thermo-radiosensitivity of the granulocyte and macro-
phage precursor- cells of mice. I.- Development of the
"in vivo" culture and effects induced by the hyperther—

(] ”
BUEREN, J.A.; NIETO, M. (1983). 151 pp. 15 figs. 129 refs.
The present report shows the agar diffusion chamber technique for culturing granu-
Yocyta-macrophage precursor cells, obtained from mice bone marrov.
Diffuston chambers containing the bone marrow suspension are implanted intraperi-
toneally into mice and constitute a compartment which aveids the migration of cells,
but allows the transit of the mouse biological fluxes, neccesary for the ceﬂular‘
proliferation.
By means of this technique, we studied the Tethal effects of the hyper’(hemia on
the precursors and their capacity to repair sublethal damage.
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The present report showsthe agar diffusion chamber technique for culturing granu-
Yocyte-macrophage precursor cells, obtalned from micé bone marrow.

Diffusion chambers containing the bone marrow suspension are implanted intraperi-
toneally Into mice and constitute a compartment which avolds the migration of cells,
but allows the transit of the mouse biological fluxes, neccesary for the cellular
proliferation.

By means of this technique, we studied the lethal effects of the hyperthermia on

the precursors and their capacity to repair sublethal damage.
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but allows the transit of the mouse biological fluxes, neccesary for the cellular
proliferation.

By means of this technique, we studied the lethal effects of the hyperthermia on
the precursors and their capacity to repair sublethal damage.
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The present report shows the agar diffusion chamber technique for culturing granu-
locyte-macrophage precursor cells, obtained from mice bone marrow.

Diffusion chambers containing the bone marrow suspension are implanted intraperi-
toneally into mice and constitute a compartment which avoids the migration of cells,
but allows the transit of the mouse biological fluxes, neccosary for the cellular
proliferation.

By means of this technique, we studied the lethal effects of the hyperfhermla on

the precursors and their capacity to repair sublethal damage.
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Junta de Energfa Nuclear. Divisidn de Quimica y Medio Ambiente. Madrid

"Texrmo-radiosensibilidad del precursor he;natopoyético
que origina las series granulocitica y macrofaga de ra-
ton. I.- Desarrollo del cultivo "in vivo" y efectos pro-
ducidos por la hipertermia".

BUEREN, J.A.; NIETO, M. (1983) 151 pp. 15 figs. 129 refs,

E71 presente trabajo muestra Ta técnica de cultivo "in vivo" en cémara de difusion
de agar, de los precursores granulocftico-macréfagos procedentes de la médula dsea
de raton.

Las cdmaras de difusidn, conteniendo una suspensidn de médula Gsea, se implantan
intraperitonealmente en ratones hospsdadores y constituyen un comportamiento que im-
pide el transtto celular a su través, pero que por el contrario permite el paso de
Tos fluldos bioldgicos del ratdn, necesarios para la proliferacion celular.

Mediante esta técnica se ha podido estudiar el efecto de la hipertermia sobre la
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de ratén.

Las camaras de difusion, conteniendo una suspensidn de médula Gsea, se implantan
intraperitonealmente en ratones hospedadores y constituyen un comportamiento que ime
pide el transito celular a su través, pero que por el contrario permite el paso de
lTos fluldes bioldgicos del ratdn, necesarios para la proliferacion celular.

Mediante esta técnica se ha podide estudiar el efecto de la hipertermia sobre la
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pide el transito celular a su través, pero que por el contraric permite el paso de
los fluidos bioldgicos del raton, necesarios para la proliferacidn celular.
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F1 presente trabajo muestra la técnica de cultive "in vivo" en cdmara de difusién
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de ratdn.

Las camaras de difusidn, conteniendo una suspensidn de médula dsea, se implantan
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pide el transito celular a su través, pero que por el contrario permite el paso de
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integridad reproductiva de los precursores, as{ como la capacidad que poseen para
reparar dafic subletal acumulado.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la elevada termosensibilidad de estas
células y la multiplicidad de blancos, que en concordancia con otros trabajos parece
ser de naturaleza protéica. Por otra parte, queda expresada también Ja capacidad de
Tos precursores para acumular y reparar dafio subletal termoinducido.

CLASIFICACION INIS Y DESCRIPTORES: C10. Radiosensitivity. Mice. Precursor. In vive.
Hypertermia. Cell Flow sistems. Leukocytes. Macrophages. Bone marrow.
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