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INTRODUCCION.



1.1 ORIGEN Y DEFINICION.

. El. carcinoma ascitico de Ehrlich (EAT) es un
tumor indiferenciado que se origind espontdneamente en la
gléndula mamaria del raton comin. Paul Ehrlich consiguid
estabilizar el carcinoma como tumor transplantable por
inyeccidn de un triturado del mismo en 1la cavidad
abdominal y en inoculacidn subcutdnea. Desde el momento
en que Ehrlich publica sus trabajos scbre el carcinoma
mamario del ratén (1903), vy debido a la sencillez de
manejo y agresividad de la nueva linea transplantable,
comienza una gran demanda del carcinoma en todos los
laboratorios, primero en Europa y m&s tarde en todo el
mundo. Parece ser que fué la forma que Ehrlich 1lamd
*mishka", una forma intermedia entre un sarcoma y un
epitelioma, la que comenzdé a difundirse mids prontamente,
pasando a Francfurt en primer lugar y Estocolmo vy
Copenhague, al laboratorio de Klein, despu€s (Haushka,
1953). En la actualidad el carcinoma de Ehrlich es un

material muy comin en muchos laboratorios.



1.2 LINEAS Y SUBLINEAS

La morfologia de casi todos los tipos de tumor de
Ehrlich es semejante, pero no asi el ndmero modal
cromosémico de sus células que, desde, un principio, fué
.una de las caracteristicas que.se hicieron mds variables,.
a su paso de laboratorio en laboratorio. Pronto comenzd a
hablarse de lineas y sublineas del EAT que, como primera
caracteristica, diferian en la ploidia modal,
encontrdndose en algunos casos diferencias de hasta 20
cromosomas entre dos lineas de Ehrlich distintas
(Stewart et al., 19359).

Se ha mencionado que la mnrfologia del tumor es
semejante en todos los casos, con la uUnica ekcepcién de
una linea descrita por Faweletz (1971) capaz de almacenar
glucdgeno, incluso intranuclearmente.

Las causas de esta variabilidad del tumor han
sido discutidas con amplitud en un intento de comprender
mejor la relacidn huésped-tumor, ya que el EART crece
sobre ratdn, en su cavidad abdominal; con respecto a la
variabilidad del ¢tumor y la diferencia entre diversas
lineas tumorales, Selbi y colaboradores (1954, 1956), en
un estudio comparativo de algunas de ellas y el tronco
original, afirman que las lineas establecidas intentan
cambiar sus caracteristicas de diferentes formas,

dependiendo de las condiciones ambientales. En todo caso



la interaccion huesped-tumor, como ya dijimos, es la
responsable exclusiva de 15 variacidn tumoral.

Pero quizd no sea la diferencia entre las
- distintas 1lineas del EAT el aspecto mas dificil de
comprender y abordar desde el punto de vista
. experimental. = Fecientemente el = grupo .de Fomina ha
planteado la presencia de subpoblaciones dentro de
ciertas lineas de tumor de Ehrlich, basdndose en la
variacién que se establece en el nimero de cromosomas a
lo largo del periodo de implantacidn y en la variacién de
los cromosomas marcadores durante dicho periodo,
produciéndose una alternancia en el predominio de cada
subpoblacidn (Fomina et al., 1978, 1979a, 1979b).

Por otra parte, algunos cromosomas marcadores son
una constante para las diversas lineas del carcinoma de
Ehrlich (Rodova et al., 1980),

Parece evidente la versatilidad del EAT en lo que
a la moda cromosdmica se refiere, pero en contra de esta
opinién salen al paso Schiffer y Markoe (1974) que
s6lamente encontraron un cromosoma de diferencia entre la
moda cromoséSmica de una linea de EAT, en dos afos,
respecto a la moda que dicha} linea pfesentaba en el
laboratorio de Lala en 1972. Este dltimo autor (Lala et
al., 1980) ha corroborado la poca, o mejor dicho la
lenta, variacidn de algunas lineas de Ehrlich, incluso en

condiciones tan adversas como tras hibridacidn por fusién



con células del ratdn CBA/HT4, en cuatro afos de estudio.
1.3 DESCRIFCION

Las primeras descripciones morfoldgicas del EAT
se deben al propio Ehrlich (1905), aunque las mas
cldsicas, consideradas por todos los investigadores como
el punto de partida, las refiere Hauschka (1933) vy
Stewart (1959), este dGltimo en el Atlas de Tumores del
"Armed Forces Institute of Patholpgy", en el capitulo

dedicado al tumor de Ehrlich.
1.3.1 Descripcidn morfoldgica.

El citoplasma de las células del EAT es altamente
baséfilo, de aspecto granular y vacuolado, siendo, sobre
frotis, mds oscuro el periférico que el perinuclear
(Stewart et al., 1959). Presenta poliribosomas libres asi
como pequenas cisternas del reticulo endopldsmico
dispersas, sin formar grandes 4dreas. Es fé&cilmente
observable un aparato de Golgi en disposicidn perinuclear
y relacionado con el centrosoma, de estructura
caracteristica. En alguna ocasién se ha descrito 1la
presencia de gotas 1lipfdicas (Wood, 1970), lo que es,
junto con la presencia de glucégeno (Paweletz, 1971),

poco frecuente.



El ndcleo se decribe como hipercromético {Stewart
et al., 1959), redondo, oval o 1leobulado y un tanto
variable en cuanto a su tamaio. Es frecuente encontrar
estructuras basdfilas submicroécépicas en los cromosomas
(Mundkur, 1967). El ndmero de nucleolos es variable, con
- la. estructura caracteristica de dos .:kéas: la zona
granular y la fibrilar (Goessens y Lepoint, 1974).

Los estudios encaminados a la determinacidn de la-
masa nuclear son numerosos, desde la puesta a punto por
Lederer y Sandritter (1967) de las técnicas
citofotohétricas en este material, demostrando la
relacién 1:1 entre Histonas y ADN en el tumor. Este tipo
de trabajo en los momentos actuales ha ido encaminado a
la determinacidn de los tiempos de sintesis y el
establecimiento de 1la secuencia de replicacién en el
tumor de Ehrlich. Cabe destacar la relacidn encontrada en
la aneuploidia tumoral (Leeman et al., 1968) y 1la

variabilidad en la masa nuclear (Kim y Woo, 1979).
1.4 CICLO CELULAR

Hace vya  algunos afos que quedd claramente
establecido_ el concepto de Ciclo Celular (CC) vy sus
fases. Solamente unas puntualizaciones por parte de Patt
y QBuastler (1963), postulando el periodo GO diferente de

61, y de Bullough (1965), con 1la introduccidn de los



terminos apofase, dicofase y prosfase como subdivisiones
del periodo Gi, h;n completado los conceptos establecidos
por Howard y Pelc (1953).

Aunque se conocen los procesos metabdlicos
principales que ocurren en cada periodo, aun quedan
" algunas funciones importantes de la sintesis para la
divislén, que han de ser estudiadas mis a fondo.

Siempre se hace dificil referirse al CC desde el
punto de vista del morfélogo, habida cuenta de que
estructuralmente sdlo es visible la mitosis (M). El resto
de las fases del CC se conoce por la aplicacién de
técnicas no estrictamente morfolégicas sino mds bien
bioquimicas. Es cierto que las fases Gl, S, G2 se
.caracterizarun por seguimiento de procesos sintéticos
fundamentalmente, y es eso precisamente lo que hace que
el ciclo celular sea complejo de estudiar
morfoldgicamente: s6lo es "visible " un periodo de todos
aquellos por los que pasa la célula para la division y
es, por lo general, el periodo mds corto.

Desde el punto de vista cinético l1a célula tiene
tres programas sintéticos que realizar en cualquier
momento (Bullough, 1965). En primer lugar el programa
principal, relacionado con el mantenimiento de funciones
vitales como la respiracién, la incorporacién y la
sintesis de precursores bdsicos. En segundo y tercer

lugar, dos programas alternativos y excluyentes entre si:



si se realiza el segundo programa, responsable de la
diferenciacion celular, se ha de abandonar el tercero, de
sintesis para la divisidn celular.

Mientras que 1la sintesis para el mantenimiento
celular se realiza en todo momento, en algunos sistemas
~ celulares existe una estrecha relacidn entre la puesta en
funcionamiento del programa de diferenciacidn y el de
divisidn. Los mecanismos por los que se controla la
actividad premitdsica o funcional, son en la actualidad
del mayor interés en el estudio de la cinética de las
células y los tejidos.

Se sabe que es en el periodo GO (en dicofase)
cuand6 las celulas desarrollan uno u otro programa
sintético (Papaconstantinou, 1967) y que hay un momento
(R) que una vez superado conduce indefectiblemente a la
célula a la entrada en el programa sintético premitésico.

El periodo alrededor del cual se desarrolla el CC
es el tiempo S o periodo de sintesis de ADN. No vamos a
entrar aqui en un estudio profundo sobre las fases del CC
Yy sdlo queremos destacar la importancia que tiene la
sintesis del ADN para el reparto mitdsico posterior. Con
el desarrollo de las técnicas autorradiogréficas se
solventd gran parte_del problema de la duracidn del CC y
especialmente de 1la marcha de los acontecimientos de la
duplicacidn del ADN.

El resto de procesos sintéticos que se producen



en B1 van encaminados a hacer posible por una parte la
duplicacién del ADN, y por utrg, la preparacidn de los
elementos necesarios para el reparto. Por lo tanto, 5{
son fundamentales los procesos sintéticos ocurridos en S,
no lo son menos los que se producen en las otras dos
~ fases 5intétjcas_ del CC, como lo demuestra el hecho de
que nlcleos inactivos transplantados dentro de células en
fase S, comenzaban inmediatamente la sintesis de ADN
{Graham, 1966; FPrescott y Goldstein, 1967). Parece claro
el control citopldsmico de la sintesis de ADN en células
en ciclo (Baserga, 1968).

La complejidad de los procesos sintéticos del CC
se@ ha tratado ampliamente desde la determinacidn de las
fases del ciclo por Howard y FPelc (1953), aunque podemos
destacar el trabajo de Baserga (19é8) en el que se pasa
revista detalladamente a los distintos tipos de ciclo, en
células blasticas o preparadas para la entrada en CC y
las células que se activan y entran en CC pero qué de
normal no lo hacen; y la revisidn de Bullough (1975)
sobre la homedstasis del ciclo celular y el control del
mismo por calonas y diversos sistemas hormonales.

La duracién del CC es la suma de las duraciones
de cada periodo. La mitosis suele ser el mds corto de
todos ellos, estimindose su duracién, por
microcinematografia, entre 15 y 60 minutos. Los tiempos

de S y G2 suelen ser relativamente constantes para cada



estirpe celular. Pero Gi, o mds concretamente GO, es muy
variable en duracidn , incluso para una misma linea
celular.

En cuanto al ciclo celular del tumor de Ehrlich
se refiere, el asunto nc es sencillo de tratar debido a
. los dispares datos que aporta la bibliograffa (Tabla I).
El ciclo celular se alarga con laAedad del cultivo pero,
ademds, diversos autores aportan duraciones diferentes
incluso en el mismo dia y la misma linea tumoral (Lala y
Patt, 19663 Lala y Patt, 196B; Lala 1972a).

No todas las células que acaban l1a mitosis han de
entrar en un nuevo ciclo o comenzar su diferenciacidn. En
el caso del EAT, las células no parecen disponer de la
alternativa de la diferenciacidn por lo que, una porcidn
de elementos, pueden quedarse en GO por tiempo indefinido
formando el compartimento quiescente (@) o de “"resting
cells” (Lala y Patt, 1968;; Epifanova y Terskikh, 1948).

Los problémas cinéticos que presentan los cultivos
celulares de crecimiento rdpido, como el EAT, los
hibridomas o las células cultivadas "in vive", derivan
fundamentalmente de la sintesis premitdsica y el reparto
de cromosomas. Esta afirmacidn pensamos que toca el fondo
del problema en 1lo que a la variabilidad de los tumores
experimentales se refiere. Las causas del alargamiento

del ciclo se han interpretado de diversas maneras por los

-10-



autorest por la acumulacion de productos tdxicos
retardadores del crecimiento, demostrado por Lala y col.
(1978) y Tong y Chen (1979) no sélo sobre el EAT sino
sobre otros modelos  experimentales; por la baja
disponibilidad de metabolitos para la divisidn (Minkel y
col. 1979, Saryan y col., 1979); por la presencia de
sustancias {(proteinas) que detendrian las células en GO
(Rodoéa et al.,1980); o por el aporte de fluido por parte
del huésped, lo que dificulta el crecimiento tumoral
(Rothbarth y col. 1981). Se puede entender ficilmente que
una de aquellas o el conjunto sean las causas del
alargamiento del CC, pero ﬁo se puede ponderar facilmente
el efecto de este alargamiento sin conocer que algunos
tumores de Ehrlich pasan de tener un CC de 21.5 horas a
47 horas del dia primero al quinto de implantacidn
(Wiebel y Baserga, 1968) o de 12 a 44 horas (Tannock,

1969), del dia segundo al cuarto.

1.5 PLANTEAMIENTO

La morfolog{a de la célula del EAT .es bien
conocida tanto al MO como al ME de tal forma que pocos
detalles pueden considerarse inéditos desde el punto de
vista morfoldgico (Stewart et al., 1959; Mundkur,
1967;Goessens y Lepoint, 1974). Desde el Bioquimico el

panorama es bien distinto. El conocimiento de 1la

-11-



bioqu{mica tumoral comenzé hace relativamente poco,
debido principalmente a los requerimientos técnicos que
algunos estudios conllevan. De hecho, el estudio de la
bioquimica tumoral es el estudio de la bioquimica de la
célula animal en general. Asi, el significado de
. proteinas .de membrana con el reconocimiento.de la célula
por parte del sistema inmune, estd siendo abordado en la
actualidad con nuevas vy refinadas técnicas de
inmunochistoquimica. Por lo tanto, aunque el EAT es un
material con edad sufieiente para considerarlo
perfectamente estudiado, no lo es mids que una célula
plasmdtica o un linfocito.

Pero ademds, a0n quedan aspectos morfoldgicos no
aclarados en el EAT. Nos referidos especialmente a
algunos elementos celulares caracteristicos como son las
células vacuoladas, o mejor dicho, la vacuolizacidn que
se produce en algunas células del EAT bajo ciertas
condiciones; o la forma de produccidn de las células
binucleadas, elementos descritosven contadas ocasiones y
relacionados con diversos tratamientos (Roberts y Cole,
1970;Connolly, 1982); aln se desconoce grandemente su
cinética de formacidn. Esto Ultimo, la cinética de los
elementos qel EAT estd siendo todavia estudiado y cada
vez con mds {mpetu, debido a que la cantidad de tumor
recolectada de un animal portador es muy grande en muy

poco tiempo, es decir, se puede estudiar la evolucidn del
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tumor en tan sdlo dos semanas, lo que significa que la
experimentabilidad de este material es muy alta.

Un aspecto mds de los estudios actuales sobre el
EAT se refiere a la utilizacion del mismo en la
evaluacidn de diversos = fdrmacos antitumorales o
antimitdsicos,, debido precisamente al rapido crecimiento
Yy desarrolio del EAT y la facilidad de apreciar los
resul tados.

Cuando nos propusimos estudiar el EAT en nuestro
equipo de trabajo, 1la eleccidn recayd en el por dos
motivos: Por una parte algunos de los miembros del grupo
se encontraban realizando bioensayos para la
determinacidn y evaluacidn de diversas sustancias
antitumorales para un laboratorioc farmacéutico. Por otro
lado, y consecuencia de lo anterior, los estudios de los
controles del EAT habian puesto en la pista sobre algunos
aspectos que la bibliograffa del momento no explicaba
satisfactoriamente. Se planted en consecuencia un
protocolo de trabajo que se escalond segin un orden
1dgico experimental. En primer lugar se determind el
patrdn de crecimiento de la cepa de EAT de que
dispon{amos en nuestro laboratorio. Fruto del
establecimiento del patrdn de crecimiento fue un trabajo
que sirvid de Tesina de Licenciatura para uno de los

miembros del equipoc en aquel momento.
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El estudio de 1a presencia comin de células
binucleadas y gigantes en el EAT, asi como su mecanismo
de produccidn fue el primer objetivo que se adoptd para
el desarrollo de la presente Tesis Doctoral. A ese
planteamiento se le akadid con el tiempo otro aspecto que
podia dar 1luz al problema de la célula binucleada: el
estudio autorradiogrdfico del tumor. No se pretend{a
determinar la duracidn del ciclo celular del EAT, sino
poder  seguir la -secuencia de formacion de estos
elementos. Ello nos llevd de lleno al problema de la
cinética celular del EAT en un aspecto de la mayor
actualidad: el estudio de las subpoblaciones del tumor,
el ritmo mitdsico, el alargamiento del Ciclo celular, en
definitiva, de la cinetica de las distit;s subpoblaciones
del EAT.

Asi pues, se han planteado las siguientes
cuestiones en la presente tesis doctoral:

i-Determinar la presencia de las distintas
subpoblaciones en el tumor en momentos proximos al
implante.

2-Determinar el modelo de crecimiento, o
aproximarnos al wmismo, durante los dias de crecimiento
exponencial.

3-Establecer la cinética de las células
binucleadas en el tumor

4-Indagar el origen de estos elementos y su
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relacion con la poblacidn mitdsica, o su produccidn por
fusidn de elementos uninucleados.

| Para desarrollar 1lo anteriormenté expuesto, nos
hemas apoyado en el estudioc cuantitativo de los distintos
elementos, en funcion del  tiempo de implantacidn del

tumor en el huesped y la técnica autorradiogrdfica.
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MATERIAL Y METODOS
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Los protocolos experimentales que se disefaron
para el presente trabajo se plantearon sin perder de
vista dos directrices fundamentales:

1. Haciendo hincapi€ en la tasa de crecimiento y la
relacidn huésped-tumor que se establece con el indculo
del mismo; 2. QBGue el estudio fundamental es el aspecto
morfoldgico y cinédtico del carcinoma de Ehrlich,
especialmente las células binucleadas y de la cinética de

proliferacidn del conjunto del cultivo.

2.1 EL TUMOR.

2.1.1 Origen y caracteristicas.

El carcinoma ascitico de Ehrlich que es objeto
del presente trabaijo es una cepa hipertriploide que llegd
a8 nuestras manos en octubre de 1980, procedente del
Instituto de Farmacognosia "Celestino Mutis" del CSIC,
por la amabilidad de 1los doctores Bentura, Murcia vy
Arroyo, los dltimos miembros del citado Instituto. Ellos,
a su vez (comunicacidn personal), 1lo recibieron del
Intituto "Gustave Roussy" de Villejuif.

Como ya hemos mencionado, cariotipicamente el

tumor es una linea hipertriploide, presentando, en el
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momento de la llegada a nuestro 1§boratoric, una ﬁoda de

68 cromosomas y un indice mitdsico normal de valor medio

muy prdximo al 20 por mil en el quinto dfa. En una

caracterizacidn llevada a cabo algunos meses mis tarde,

el tumor presentaba un numero modal de &5 cromosomas, lo
que adn lo mantiene en hipertriploide (Vives, 1984).

En relacidn a las caracteristicas morfoldgicas,
se pueden aplicar al mismo las consideraciones hechas en
el capitulo de Introduccidn. . Mis adelante volveremos a
tratar el tema al referirnos a las caracteristicas
morfolégicas especificas objeto de estudio en el presente

trabajo.
2.2 FREFARACION DEL FASE DONANTE.

El tumor se mantiene en nuestro laboratorio por
pases semanales sucesivos sobre machos o hembras
indistintamente. Es a 1lo que nos referiremos como pases
de mantenimiento y que nos permiten disponer siempre de
un cultive joven cada semana.

Del pase semanal de mantenimiento y cuando se va
a proceder al transplante habitual, se inocula cierto
nimero de animales, ademds de los destinados al
mantenimiento de la linea tumoral, que seran los donantes
de  tumor para transplantarlo a 1los destinados a

experimentacidn. El ndmero de animales que componen el
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pase donante es variable en funcidn de la cantidad de
individuos destinados a experimentacicn.

En el quinto dia de crecimiento del cultivo se
sacrifican los ratones portadores por dislocacidn
cervical y se procede al transplante en el pase de
_e;tudiof

La operacidn de preparac{dh de un pase donante se
realiza con el fin de no hipotecar la supervivencia del
tumor en la colonia. Es un método sequro para disponer de
cantidad suficiente de fluido ascitico tumoral, en
dptimas condiciones de crecimiento celular, para inocular
un gran nimero de portadores destinado a experimentacidn.

Con la preparacién de un pase donante se
consigue, ademds, disponer de un cultivo homogéneo en
cada protocolo experimental. Se ha elegido el quinto dia
de crecimiento por ser éste el punfo medio de la fase
logaritmica de crecimiento. Evidentemente, cada pase
donante es controlado en sus caracteristicas citoléﬁicas

con el fin de verificar lo anteriormente expuesto.
2.3 PASE DE ESTUDIO

Como acabamos de decir, el pase de estudio se
prepara siempre a partir de un tumor de S5 dias de edad.

En todos 1lo casos la cantidad de tumor inoculada

fué de 0.125 ml, tomada directamente de 1la cavidad

-19-




abdominal del ratdn portador, conteniendo 15 millones de
células.

El dia elegido como comienzo de cada experimento
se deﬁomina "dia cero" vy en todos los casos se tomd la
precaucidn de inocular 1los ratones de experimentacién a
- las 8 AM  solares, ya que algunos de los protocolos se
basan, precisamente, en la diferencia horaria de la toma

de muestras.
2.4 MODELOS DE MUESTREO

Se siguieron tres modelos de muestreo distintos:

i. Una sola toma de huestras diaria, con
intervalo regular de 24 h. Llamamos E1 a este
experimento.

2. Doble toma de muestras diaria, con un
intervalo de 6éh entre las tomas del mismo dfa, y 24 h
entre la primera toma de dos dias consecutivos. Dos
experimentos €e realizaron de esta manera, 1lamdndoles E2
y E3 respectivamente.

3. Muestreo mdltiple diario, siguiendo un
intervalo horario variable pero muy préximo entre si, de
tal manera que los periodos de toma de muestras fuesen a
intervalos regulares. Los dos experimentos que se
realizaron siguiendo este tercer tipo de toma de muestras

se denominaron S1 y 52.
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2.5 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

En todos los casos se utilizaron como animales
portadores hembras de ratédn OF1 con edades comprendidas

entre los 40 .y 60 dias.
2.6 CONTROL DE PESQOS
2.6.1 Pesos de los animales.

Se ha venido efectuando el control del peso tanto
en ratones adultos sin tumor, como en portadores, con el
fin de determinar el crecimiento del tumor.

Los animales se pesaron en una Dbalanza
convencional (Hereus), con error de pesada de 0.1 g,
convenientemente tarada con un receptédculo que albergaba
a los ratones sobre el platillo. |

En el caso del grupo control y en los protocolos
con doble toma diaria, se realizaron dos pesadas: una por

la masana (8 AM) y otra por la tarde (2 PM).
2.6.2 Peso del tumor.
Se ha optado por determinar el peso y no el

volumen, como seria de esperar en el caso de un carcinoma
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ascitico, debido a la falta de un método adecuado para
evaluar correctamente esta ultima magnitud. En las
ocasiones - que se midid el volumen tumoral de cultivos de
" temprana edad, se obtﬁvo un rerror mayor que la propia
medida; hasta el dia tercero de implantacidn no aparece
. una .cantidad apreciable de ascitis. que. permita determinar
el volumen tumoral total. Ademds, en la literatura
consultada, la mayoria de los autores recomiendan el
paréhetro peso como control del crecimiento.

El cdlculo del peso se realizd de forma
indirecta: los animales se pesaban inmediatamente despues
del sacrificio; se abr{a ampliamente 1la cavidad
abdominal, procurando no producir hemorragias y se lavaba
ésta abundantemente con suero salino. La diferencia de
peso antes vy después del lavado se toma como el peso del

tumor.
1.7 TOMA DE MUESTRAS

Después de abrir la cavidad abdominal de los
ratones y antes del lavado con suero salino, se realizd
la toma de muestras del tumor destinadas a dos fines: 1.
confeccidn de frotis; 2. determinacidn de la densidad de

la ascitis.
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2.7.1 Frotis.

La confeccidn de frotis del tumor se realizg
siguiendo el método hematoldgico. Sobre un porta
perfectamente desengrasado se coloca una gotita de tumor,
~ aproximadamente en el ‘primer tercio del portaobjetos.
Apoyando el borde de otro portaobjetos al que se le han
viselado los cantos, se arrastra la muestra, ejerciendo
una leve y constante presidn hasta que quede completa y
uniformemente repartido sobre la superficie del primero.

Se confecciond suficiente ndmero de frotis para

la aplicacidn de las distintas técnicas.
2.7.2 Densidad celular.

Llamamos densidad celular, o simplemente
densidad, al ndmero de células tumorales por unidad de
volumen de liquido ascitico. Para el cilculo de esta
medida se ha recurrido al recuento en cémara
cuentaglébulos seqin la técnica hematoldgica del recuento
de leucocitos.

Se prepard una dilucidn con 0.02 ml de tumor en 4
ml de suero salino, al que se le habia aRadido una
pequefa cantidad de rojo neutro, resultando una solucidn
cuyo titulo era de 1/200. La dilucidn asi preparada debe

agitarse repetidamente, para evitar la formacidn de
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agregados celulares que pudiesen introducir errores en el
recuento.

Se utilizd wuna cdémara ;uentaglébulos tipo
Neubauer doble (RFQ) de 0.0625 mm2Z de drea por cuadrado
de recuento y 0.1 mm de altura. Se contaron 16 cuadrados
vpprvrgcgentp y gh‘tqtglvdg ;Z_rgcqentqs_pqr_muestra.

El ndmero de células contenidas por milimetro
cibico de 1liquido ascitico se calculd segin la siguiente
expresidni |

N=ngtVEg10£%1/D
siendo N: nlmero de células contenidas en 1 mm3

nt nimero de células contadas por cémara

V: volumen de cédmara (0.1 mm3)

Dt dilucidn

La expresidn viene multiplicada por 10 para

obtener el resultado en mm3.
2.8 INDICE MITOSICO

Llamamos indice mitdsico (IM) al ndmero de
células que se encuentran en mitosis en un momento dado.
8u valor se expresa en tantos por mil.

El calculo de este pardmetro, si bien no es
dificil de 'obtener, es sumamente laborioso debido a ﬁue
se ha de efectuar el recuento directo scbre el frotis

coloreado, y sobre un nimero de células suficientemente
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elevado por muestra, con el <fin de darle validez
estadistica.

Para efectuar el recuento partimos de +frotis
confeccionados segun se explicd en el apartado anterior y
coloreados por la técnica de May-Grunwald. Se someten a
~ observacién microscdpica con el objetivo de inmersion, en
un microscopio Ol ympus monocular, modelo KC.

Con el fin de evitar el excesivo nidmero de
células por campo, lo que entorpece el recuento, se
recurrié a cbturar parcialmente el ocular con una
laminilla opaca que dejaba un pequefo cuadrado central,
por el que sdlo se observaban cuatro o cinco células por

campo. Se siguieron los bordes de la preparacidn.
2.9. INDICE DE MARCADO

Llamamos indice de marcado (LI) al ndmero de
mitosis marcadas, expresado en tantos por gien.

El célculo de este pardmetro se realiza, como en
el caso del indice mitdsico, por conteo directo de las
mitosis marcadas sobre los frotis revelados por 1la
técnica autorradiogrdfica convencional.

En este caso, evidentemente sdlo se estudian las
células en mitosis, considerando una célula marcada
cuando la marca de plata reducida es muy evidente, sobre

los cromosomas ya espiralizados. Si ha lugar a alguna
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duda sobre si la ceélula esta o no marcada; se tomo la
norma de desechar como no marcadas a aguellas :u&as
marcas no estuviesen localizadas claramente sobre la
cromatina y que se encontrase un numero de marcas igual a

las medidas en el ruido de fondo.
2.10 INDICE DE CELULAS BINUCLEADAS

Aprovechando el estudio que se realizd para el
cdlculo del IM, se obtuvieron ademas los {ndices de
celulas binucleadas y gigantes.

El c&lculo de estos nuevos indices se realizo de
la misma manera que los anteriores: por recuento directo
de dichos elementos y se expresa, tambien como en el caso

anterior, en tantos por mil.
2.11 TECNICAS DE COLORACION

Se han utilizado tres teécnicas convencionales de
coloracidn, una de las cuales, Hematoxilina de Mayer, no
la describiremos por considerarla general de laboratorio
y no haber introducido nosotros ninguna variacidn. Las
otras dos, May-Grunwald y Feulgen, las describimos a
continuacidn, con algunas variaciones respecto a las
tdcnicas normalizadas que se encuentran en la

bibliografia especializada.
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2.11.1 Coloracidn de May-Grunwald.

SOLUCIONES Y MATERIAL

% Colorante de May-Grunwald
Eosinato-Azul de Metileno 0.5 g
(seqin May-Grunwald)

Alcohol metilico P.A. 100 ml

% Tampén acido bdrico-bérax pH 9
Acido bdrico S50 ml

Bdrax 0.2 M 59.7 ml
% Solucidn saturada de hidrdxido de bario
TECNICA
1.~ Frotis recientes, perfectamente secos
2.- Se cubren con solucidn colorante dejandola
actuar durante S min con el fin de completar su fijacidn

3.— S8in retirar el colorante se afade la misma

cantidad de solucidn alcalina (tampdn borato o solucidn
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de hidroxido bérico), dejdndose actuar de 1 a 3 min

4.~ Lavar abundantemente con la misma solucidn
alcalina y con agua corriente

S.- Secar al aire

6.~ Aclarar con hidrocarburo aromatico y montar

en resina sintética (Entelldn, Merck) o bdlsamo neutro.

RESULTADOS

Los nicleos de las células tumorales y leucocitos
aparecen en plrpura. Los citoplasmas en azul. Se obtiene
una paleta de colores de unos cuatro componentes.

El Jptimo de coloracidn se ha obtenido a pH

alcalino, entre 8.7 y 9.

COMENTARIOS

Si se considera oportuno, se pueden diferenciar
las preparaciones con una mezcla de alcohol etilico 70% y
dcido acético en la proporcidn 100:1, lavando
posteriormente con solucidn alcalina y agua corriente.

Si la permanericia en agua alcalina es muy
prolongada, se puede llegar a la pérdida del Azul de
Metileno de la coloracidn; esto puede ser interesante en

casc de querer estudiar sélamente ndcleo y nucleolo.
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2.11.2 Reaccidn de Feulgen.

SOLUCIONES Y MATERIAL

% Reactivo de Schif#f

_ pararrosanilina (Merck) . . .. 1g
agua destilada 200 ml
acido clorhidrico 1 N | 10 ml
bisulfito sddico anhidro 1 g
Hacer hervir el agua Yy agregar la

pararrosanilina, agitando hasta su completa disolucidn.
Enfriar a S0 grados vy filtrar., ARadir el dcido
clorhidrico. Enfriar a 25 grados y afadir el bisulfito.
Guardar en la oscuridad al menos 24 h, o hasta que
adquiera un color pajizo. Afadir un pocc de carbono

activo para decolorar totalmente. Filtrar y usar.
% Acido clorhidrico 1 N
% Acido clrohidrico 3 N

X Bafo sulfuroso

metabisulfito s&dico al 10% 6 ml

dcido clorhidrico 1 N 5 ml
agua destilada hasta 100m1
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TECNICA

1.- Frotis recientes, perfectamente hidratados,

fijados en vapores de formol o alcohol met{lico
2.~ Lavado en &cido clorhfdrico 1 N a temperatura

ambiente.

3.- Hidrdlisis en dcido clorhfdrico 3 N a &0
grados durante 10 min

4,- Lavado en acido clorhidrico 1 N a temperatura
ambiente

S5.- Lavado en agua destilada

6.~ Colorear con el reactivo de Schiff durante
una hora y media. |

7.~ Pasar por tres bafos sulfurosos de tres
minutos cada uno

8.- Lavar abundantemente con agua corriente

?.- Deshidratar, aclarar y montar
RESULTADOS

Los nd;leos aparecen de color purpura.
COMENTARiDS

Se puede dar una coloracién citopldsmica de
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contraste con Verde Luz al 0.5%, aunque no es de desear
porque este UJltimo colorante enmascara los Optimos
regultados de la reaccion.

Tanto 1los reactivos como las muestras a procesar

seran de reciente preparacion..

2.12 AUTORRADIOGRAFIA

La técnica autorradiografica en estudios de
seguimiento del ciclo celular se desarrolla en los afos
50, como consecuencia de los trabajos de Howard y Pelc.
Originariamente se trabajaba con precursores marcadas con
P32, pero fue en el laboratorio de Brookhaven donde se
sintetizaron los precursores radiactivos a base de
tritio.

El fundamento tedrico se basa en que un
metabolito sencillo, como por ejemplo un nucledtido, en
el que uno de sus atomos se ha sustituido por uno de sus
isotopos radioactives, es incorporado en el metabolismo
celular sin que ello cause trastorno en el mismo. El
precursor asi marcado, e incorporado comoc si se tratase
de uno normal con el isétopo corriente no marcado, se
detecta a ‘"posteriori" recubriendo la célula con una
emulsidn fotogréfica sensible a la radiacidn que emite el

atomo radioactivoe. El revelado de la emulsidn sensible
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produce un precipitado de plata metdlica en las
proximidades a los puntos de emisién de radiacidn.

El dnico inconveniente que podria presentar la
aplicacidn de precursores radiactivos serfa que la dosis
de radiacién administrada fuera letal para la célula, con
" lo que no se podria incorporar aquél y, por lo tanto,
resultase de todo punto superflua. Esto se ha resuelto
sencillamente ya que, precisamente, los marcadores de mds
frecuente uso emiten radiacién beta, poco penetrante.

En nuestro caso se ha utilizadn‘ Timidina
tritiada, con una actividad especifica de § mCi/mMol,
amablemente suministrada por la Junta de Energia Nuclear.
La administracién del precursor ge hizo por via
intraperitoneal, con una dosis de 0.5 ml de soiucién de
Timidina tritiada, con una actividad total de 10 uCi/ml.

Una vez recogidos los frotis del tumor tratado
con solucidn caliente vy fijados con alcohol metilico se
procedid a recubrirlos de emulsidn sensible Kodak NTB2
(emulsién 1liquida). Las extensiones asi tratadas se
dejaron durante cinco dias en completa oscuridad a cuatro
érados centigrados, pasados los cuales vy tras
atemperarlos, se revelaron con solucidn reveladora Kodak
D-19 durante seis a ocho minutos a 20 grados de
temperatura. Mids tarde se fijaron en hiposulfito e
inmediatamente se les aplicd una coloracidn

complementaria con Hematoxilina de Mayer , con el fin de
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poner de manifiesto los nlcleos. Los frotis se
deshidrataron con alcohol absoluto, se aclararon con
hidrocarburo aromitico y se montaron con Entellan
{MercK).

En 1la aplicacicn de la emulsidn sensible se ha de
tener la _precaucidn de que esta quede perfectamente seca
y uniformemente extendida sobre los portacbjetos, antes
de su almacenamiento en nevera. De otra forma, las
contracciones que se producen en la gelatina de 1la
emulsion desplazan el grano de plata de la localizacion
real del punto de emision de radiacicn, con lo que el
estudio posterior de las muestras se hace muy dificil. Se
aconseja someter las muestras a ventilacidn fria, para

facilitar el secado.
2.13 OBTENCION DE DIAMETROS CELULARES Y CALCULO DE N/C

Se midieron los didmetros celulares
(citopldsmicos y nucleares) en el experimento Si, tras el
revelado autorradiografico de los frotis, lo que se
realizd siempre sobre ampliaciones fotograficas en tamafo
9%13, con una ampliacidn total de 2500 aumentos.

En la obtencién de la medida se discriming las
células marcadas de las no marcadas, separando asimisma
las células en division (metafases vy anafases

fundamentalmente) y las células binucleadas.
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Aunque se dan los resultados en unidades

relativas, se calculd un coeficiente de magnificacidn
para obtener los valores de los didmetros reales vy
" expresar los mismos en micras.
La relacidn N/C se obtuvo como cociente de los
. didmetros nuclear vy citoplésmico. -Obviamente, - para el
cdlculo de N/C no es necesario aplicar ningdn pardmetro
corrector scobre los valores directamente obtenidos, ya
que, como cociente, expresa una rglacidh sin unidades.

Para la representacidn grdfica de los diametros
nucleares y citopldsmicos, tanto en células marcadas como
no marcadas y relacidn N/C, se ha elegido el poligono de
frecuencias. En el caso de la relacién N/C, también se
han representado los resultadoé en histogramas de doble

entrada (de tres dimensiones).
2.14 PROCESO DE DATOS

En la elaboracion de los datos y el texto de la
presente Tesis Doctoral se han utilizado dos ordenadores:

i.- Un microprocesador Olivetti modelo P&066, de
92 Kbytes de memoria central y opcién video grafico.

2.~ Un microprocesador Elite 1 de 64 Kbytes de
memoria central, con un programa Applewriter para el
proceso de textos. Las graficas que se presentan se

elaboraron con dicho ordenador.
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Los programas para la representacidn
tridimensional de los di dmetros celulares, se

confeccionaron exclusivamente para el caso.
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RESULTADOS
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- 3.1 PESO DE. LOS CONTROLES .

Se ha realizado un seguimiento del peso de los
ratones sanos a&tes de la inoculacidn del tumor en los
experimentos a largo plazo El, E2 y E3. Se ha considerado
el valor medio obtenido en este seguimiento como peso de
los controles, ya que 1los animales sanos, antes del
indculo, son testigos en este parametro.

Alrededor de una semana antes de la inoculacidn,
los ratones se pesaron diariamente en el mismo momento
del dia en el que se realizd la toma de muestras
posteriormente. Los resultados se expresan en las figuras
1, 2y 3.

Como se puede observar, las graficas presentan un
aspecto quebrado siendo la resultante en los tres casos
una recta con pendiente casi nula, indicando la clara
independencia del peso en el tiempo en ratones adultos.

S6lamente cabe destacar que, por lo general, los
valores de la mafana son mayores que los de la tarde, con

tan s6lo un 5% de variacidn entre ambas pesadas,
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correspondiendo claramente la variacién a la pauta de
alimentacidn-excreta que siguen los anjmales.

El mantenimiento de 1los ratones a dieta de agua
durante el fin de semana no mostrd diferencias en el peso
respecto al resto de los dias en los que se mantuvo a los

~animales con comida "ad libitum".
3.2 PESO DE LOS FPORTADORES

El seguimiento del peso de los ratones ha sido
continuo durante el tiempo de estudio en 1los tres
experimentos de sequimiento a largo plazo. Momentos antes
de la toma de muestras correspondiente, se procedia al
pesado de los animales inoculados con el tumor de
Ehrlich. De esta manera se ha obtenido tantas medidas del
peso como muestras se han realizado.

En los tres casos en que se ha estudiado el
tumor a largo plazo, el valor mds alto se ha encontrado
al final de la experimentaci&h. Las gréficas (Figuras 4,
S y &) muestran una clara pendiente positiva.

En los experimentos El1 y EZ2Z, en los que se ha
realizado una doble pesada diaria, el trazado de las
grdficas es caracteristico, con un aspecto semejante al
encontrado én los pesos de los controles, en dientes de
sierra (Figuras S y é), siendo mayores los valores de los

pesos de la maiana que los de la tarde de un mismo dia.



Los resultadaos de los casos de seguimiento, 51 y
82, han presentado pocas variaciones (Figuras 7 y 8)
aunque cabe destacar que en ambos casos la resultante
tiene wuna ligera pendiente negativa, indicando una
disminucidn del- peso durante el tiempo de estudio. Entre
ambos casos existe una gran diferencia de magnitud en los
pesos, lo que se debe a que S1 se ha realizado sobre un
grupo de animales que mantenian un tumor de tan solo 40
horas, mientras que el otro, S2, se realizd sobre

animales que portaban un tumor de cinco dias.
3.3 PESO DEL TUMOR

Que el tumor crece a lo largo del periodo de
implantacidn, es un hecho evidente que hemos comprobado
en los casos El, E2 y E3, en 1los que se realizaron
estudios durante & dias de implantacion en los ratones
portadores.

El crecimiento mas acentuado se ha observado
entre el cuarto y el sexto dia, lo que se refleja en que
la pendiente de las grdficas que representan los pesos
del tumor en los experimentos E1, E2 y E3 (Figuras 9, 10
y 11), es mds acusada en los dias citados para los tres
casos. Entre el primer (segundo para El) y cuarto dia, el
aumento del peso es poco acusado.

En S1 vy S2, en los que la toma de muestras se ha
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realizado en intervalos cortos de tiempo, aunque las
gréficas muestran un trazado irregular (Figuras 12 y 13),
las magnitudes obtenidas se encuentran en el rango de las
observadas para el segundo y quinto dias respectivamente,
que son los dias en los que se realizaron ambos

- experimentos.-

3.4 DENSIDAD

En 1los tres experimentos realizados a largo
plazo, la densidad ha presentado un notable mdximo entre
el tercer y cuarto dia. Dicho mé&ximo se observa en
momentos distintos en dos de los tres experimentos pera
en todos ellos 1a magnitud alcanzada es semejante:
alrededor de 180.000 células/mm3.

Mds tarde, el quinto dia, la densidad alcanza un
segundo mdximo, esta vez comin a todos ellos (Figuras 14,
15 y 18&), pero de magnitud inferior al primero. El valor
de este segundo mdximo es de alrededor de 150.000
células/mm3.

As{ pues, hay dos tramos distintos en cuanto a la
densidad se refiere: desde el momento del implante hasta
el primer mdximo, en el que la tonica es de ascenso;
desde el maximo hasta el final, con una tendencia a la
disminucidn del ndmero de células pero de forma mds suave

con respecto a como se produce el incremento,
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encontrdndose un segundo mdximo, de menor magnitud, en el
quinto dia.

En el experimento 81, el rango medio de los
valores obtenidos concuerda con los del dia segundo en
195 ‘experimentos de seguimiento a largo plazo; ahora

bién, el aspectp qevla gréfic; enveste caso (Figurav17),
es completamente opuesto vy simétrico a los casos
anteriores: se presenta un minimo en la mitad del
experimento (42 horas), siendo los puntos extremos los de
mayor magnitud. E1 valor minimo es de tan solo 70.000
celulas/mm3, 1lo que significa que se encuentra por debajo
incluso de la media obtenida en el primer dia.

En S2, 1la densidad media tambien se encuentra en
el rango esperado para un tumor de cinco dias, pero con
grandes diferencias de magnitud entre los valores
cbtenidos en cada momento de muestreoc. La gréfica
presenta el aspecto de un sinusoide (Figura 18) con el
maximo a los 30 minutos (225.000 celulas/mm3), de mayor
magnitud que cualquiera de los valores encontrados para

los seguimientos.
3.5 INDICE MITOSICO
Las diferencias que se ha encontrado para el IM

son las mds notables de entre todos los parametros

medidos, distinguiendose claramente entre el IM de Ei, en
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el que la toma de muestras es una sola por dia, y E2 y
E3, en 1los que se tomaron dos muestras diarias. Mientras
que el IM de El parece crecer y ser mas alto en los
-dltimos dias (Figura 19), en E2 y E3 se observa una clara
tendencia a la pisminucién y estabilizacidn (Figuras 20 y
. 21), Efectivamente, los. IM de E2 y E3 presentan el
caracteristico aspecto quebrado de los pardmetros del
EAT, con una alternancia de maximos Y mfnimos, con
valores de menor magnitud en 1las muestras de la tarde
thasta el quinto dia) que las correspondientes de la
maiana del mismo dia.

Los valores medios del IM de El son menores que
los encontrados para E2 y E3: el maximo de la gréfica del
IM de E1 se encuentra al sexto dia de experimentacion,
sin embargo los IM de E2 y E3 tienen su punto mas alto en
la primera medida.

Un importante dato es el obtenido en el tercer
dia para  E2 vy el cuarto para E3. Corresponde a un punto
que se encuentra por éncima de 1los dos inmediatos
anterior y posterior. Este es un punto dnico en cuanto a
sus caracteristicas ya que, no siendo el de mayor valor
del IM durante el tiempo de estudio, corresponde al
momento a partir del cual el IM presenta sus valores con
menores diferencias de magnitud y con una clara tendencia
a la estabilizacidn.

En cuanto a S1, los valores encontrados para el

-42-



IM son los mds altos de todas las series, alrededor del
40%.; la grafica (Figura 22) presenta un minimo a las 42
horas, presentando en conjunto una tdnica de descenso.

El IM de S2 se encuentra entre el 20 y el 35i.,
mostrando un ligeroc incremente en el tiempo de estudio
(Figura 23). No se observan grandes variaciones de
magnitud es este caso.

Parece claro que el IM, excepto para Ei, presenta
mayores valores en los.primeros dias de implantacion que
al final de 1la experimentacion. Esto se ve corroborado
por S1 vy S2, que corresponden al segundo y quinto dia de
implantacion respectivamente, con valores superiores en
el IM de S1 a los encontrados en S2. Ademds, las
diferencias de magnitud son mas acusadas en los primeros
dias que al final de los periodos de estudio en los

seguimientos.
3.6 INDICE DE CELULAS BINUCLEADAS

El ndmero de células binucleadas (CB) presentes
en el tumor es pequeio en todos los experimentos,
alcanzandose el mayor valdr al final del periodo de
estudio de E1 (Figura 24).

En el sexto dia se alcanzan valores cercanos al
10%., valores semejantes en los tres experimentos de

seguimiento a largo plazo. En cuanto al numero inicial de
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células binucleadas, se aprecian pequefas diferencias,
siendo mayor el valor encontrado en E3 en la muestra
tomada en la tarde del primer dia.

En resumen, el nimero de células binucleadas
aumenta a lo largo del tiempo en los seguimientos a largo
. plazo, siendo los mas altos valores los del ﬁlfimo dia de
experimentacidn, con magnitudes del 10%. .

En los experimentos con toma de muestras
repetidas, destaca que 1los valores encontrados en cada
caso coinciden con los encontrados para el segundo y
quinto dia respectivamente.

En S1 (Figura 27), el valor mds alto encontrado
corresponde a las 41 horas desde el momento del implante,
siendo dicho valor de 5.34.

El mayor valor encontrado en S2 corresponde a la
dltima muestra, siendo de 10.2 células binucleadas en

1000 células contadas.
3.7 MARCADO AUTORRADIOGRAFICO
3.7.1 Indice de Marcado Total
El {ndice de marcado total (IMT) es una medida
del porcent;je de células que se encontraban en s{ntesis

en el momento de la administracion de la Timidina

tritiada. Expresa, asi mismo, la proporcicn de las
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cé€lulas marcadas con las no marcadas, en cuanto que de
ser muy elevado el de las segundas, tras unas pocas
divisiones diluirdn el nidmero de células marcadas en el
total de elementos.

En todo el tiempo de estudio,el IMT apenas si
;ufrg 'vqriaciones,‘encqntréndo;e‘sq ya)or medin alrededor
del 62.0%. La grdfica se presenta como una linea casi

recta, paralela al eje de abscisas (Figura 29).
3.7.2 Indice de marcado

Entendemos por indice de marcado (LI), al ndmero
de mitosis marcadas frente al total de las mismas. Las
siglas LI por las que se ha representado este parametro
no tienen otro sentido que utilizar la misma nomenclatura
con la que es conocido en el mundo anglosajon: "Labelling
Index".

A lo largo del tiempo de experimentacién, el LI
pasa por valores muy diferentes en magnitud (Figura 30)j
el menor valor alcanzado (20%) se da precisamente en la
primera hora de muestreo (hora 40), aunque rdpidamente,
en la hora siguiente, se alcanza el maximo de todo el
experimento (90.6%). Un valor de magnitud semejante se
obtuvo en la hora 42 (B0%), para descender hasta alcanzar
el 42.0% en la hora 43, lo que situa al IM por debajo de

la mitad del mdximo. Por 4dltimo, en la hora 44, el LI
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vuelve a subir, sin llegar a alcanzar los altos valores
de las horas 41 y 42.

En resumidas cuentas, el LI alcanza su valor mis
alto 17 horas despues de la administracion del precursor
marcado, manteniendo en la hora siguiente un valor
prdximo  al  anterior pero de magnitud ,ligéramente

inferior.
3.7.3 Indice de Binucleadas marcadas

Aunque en el sequndo dia de crecimiento del tumor
el ndmero de células binucleadas es pequefio, se ha medido
el porcentaje de marcado de estos elementos referido al
total de los mismos contados. Su significacidn se
discutird ampliamente mds adelante, pero aqui queremos
hacer notar la importancia de encontrar celulas
binucleadas que pasan por S.

El porcentaje de células binucleadas marcadas se
ha encontrado por encima del 507% en todo el experimento.

El menor valor se da a las 17 horas de la
administracion de la Timidina tritiada, presentando la
grdfica a partir de aqui un leve incremento y una
estabilizacidn, con magnitudes semejantes en los tres
puntos de muestreo finales (42, 43 y 44 horas) (Figura

31).
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3.8 MORFOMETRIA

Los resultados del cdlculo de los didmetros
citopldsmico vy nuclear se han realizado en cuatro
poblaciones distintas: celulas marcadas ,NO marcadas, en
‘mitosis vy 'células,binucleadas.}Estp se ha llevado a cabo
con el fin de estudiar separadamente el diametro
citopldsmico de las células en mitosis y el de las
células en cualquier otro momento del CC; asi mismo, la
distincidn entre marcadas y no marcadas se hizo pensando
en que daria luz al problema de las poblaciones presentes

en el tumor.

3.8.1 Didmetros citoplasmicos

3.8.1.1 Poblacidn total

En la primera hora de muestreo, 40 horas desde la
implantacidn, la distribucidn se muestra como trimodal,
con dos valores (10 y 12) que reunen la mayor parte de
las células (46%); el tercer valor modal solamente supone
un 5.5% del total de los elementos, pero con diametros
superiores a 20 micras. En esta hora, el conjunto de
elementos mayoritario (80.7%) es menor de 14 micras.

A las 41 horas del implante, la proporcidn de

células menores de 14 micras ha disminuido hasta el
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66.5%. La distribucion se ha hecho bimodal, con valores
modales en las <clases 12 y 15. Y se ha hecho ademas
homogenea y semejante a una gaussiana.

Mis tarde, en la hora 42, la distribucicn es
unimodal, con el valor modal situado en las 12 micras y
con el 90.8% de las células menores de 14 micras. El
porcentaje de células con diametros cercanos a las 9
micras no ha variado sustancialmente en estas dos horas
Gdltimas, siendo de 1.9% y 1.2% respectivamente para las
41 y 42 horas. No ocurre lo mismo con el conjunto de
células de 15 micras, que ha quedado reducido en esta
hora al 9.1%.

Los valores mds altos de celulas pequefas
(menores de 12 micras) se consiguen en la hora 43. El
tamafo medio ha disminuido, quedando la distribucion
desplazada a las «clases menores. No obstante, el
porcentaje de celulas grandes se mantiene en 7.6%, siendo
la clase 13 la que mis elementos ha perdido, pasando de
20% en la hora anterior a tan solo 4.4% en este estadio.

En la dltima fase del muestreo la situacion
tiende a alcanzar los.valores observados en la hora 42.
Una distribucidn unimodal centrada en la clase 12 (Figura

32).
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3.8.1.2 Didmetros en células marcadas

La distribucion de los didmetros citopldsmicos de
las células marcadas es mhy semejante a la observada en
la poblacidn total, lo que no nos ha llamado la atencidn
ya que el porcentaje de ceélulas marcadas es muy alto
durante todo el experimento; dicho de otra manera, siendo
las células marcadas mayoritarias desde el principio vy,
como ya vimos, con valores muy cercanos al 70%, es légico
pensar que las variaciones en este grupo de células tenga
una influencia muy superior que 1las ocurridas en las
células no marcadas.

Las principales diferencias entre las
distribuciones de las ceélulas marcadas y el total se
presentan a las 41 y 42 horas: la distribucion de los
diametros citopldsmicos de las celulas marcadas es
unimodal a las 40 horés, no presentdndose elementos en
las «clases 15, 16 y 17; el porcentaje de células
pertenecientes a las clases 14, 15, 16 y 17 en el grupo
de marcadas es menor que en el total a las 41 horas: por
otra parte, la distribucidn es mas claramente bimodal en

-

el primer caso (Figura 33).

3.8.1.3 Didmetros en celulas no marcadas

De manera distinta a como ocurrfa entre las

-49-



c€lulas marcadas y el total, en el caso de las no
marcadas se aprecian grandes diferencias proporcionales
respecto a la distribucidn del total.

En la primera hora de estudio, 16 horas tras la
inyeccién de la Timidina tritiada, la distribucidn es
claramente bimodal, con un valor nulo en la clase 11, lo
que le da el aspecto de dos curvas tangentes. La mitad de
las células se encuentran englobadas en la poblacion
dedidmetros inferiores, que, ademds, presenta una moda
mas alta que la de la ofra distribucion.

En 1la siguiénte hora han desaparecido por
completo 1las «clases 9 vy 10, siendo bimodal 1la
distribucidn, pero correspondiendo el maximo a la clase
14, Se ha producido un claro desplazamiento de los
diametros a valores altos.

Una hora mas tarde, 42 horas tras la inoculacidn
del tumor, se observa una curva unimodal en la que el 0%
de las ceélulas se encuentran agrupadas alrededor de la
moda. Es notable que las <clases extremas hayan
desaparecido.

En las dos ultimas horas del experimento, a las
19 y 20 horas de la administracidn del precursor
radioactivo, se repite la situacidn de las dos primeras
horas, mostrandose en ambos casos las distribuciones
bimodales y, a las 19 horas, con un notablé namero de

elementos en las clases de menor didmetro (Figura 34).



3.8.2 Diametros nucleares

3.8.2.1 Poblacion total

Durante todo el tiempo de estudio, la variacion
de los diametros nucleares es pequeia y unimodal.

Solamente es destacable que en las cuatro
primeras horas de estudio, la curva se desplaza hacia la
derecha, quedando, ademas, los valores mas agrupados

(Figura 32).

J.B8.2.2 Diametros en celulas marcadas

Igual que ocurria con los didmetros
citopldsmicos, el alto porcentaje de células marcadas
hace que la distribucién en marcadas y totales difieran
poco. Asi, se aprecia aqui una mayor proporcidon de
didmetros menores durante el tiempo de experimentacidnj
lag distribuciones son unimodales en todas las horas, con
la excepcidn de un pequefio miximo que se detecta en la
tlase 12, en 1la hora 17 desde 1la administracidn del
precursor marcado.

En resumen, la distribucidn de los didmetros
nucleares de las células marcadas y del total son muy

semejantes (Figura 33).

-51-



3.8.2.3 Diametros en células no marcadas

Aunque existen notables diferencias a lo largo de
las S5 medidas realizada§ en >células no marcadas, una
importante caracteristica es comin a todas las
- distribuciones 'y es que en todas ellas la clase 10
representa 1a moda, lo que significa que se puede
considerar este punto como el eje alrededor del cual se

desplaza cada distribucidn. Obviamente, el porcentaje de
células que pertenecen a esta clase varia en magnitud a
lo largo del experimento, oscilando entre el 28.5% de las
16 horas y el 48% de las 19 horas.

Tres distribuciones son claramente bimodales: las
correspondientes a las 17, 19 y 20 horas, pero en todo
caso con valdres mas bajos en la primera, situada en la
clase 8, que la sequnda, de la clase 10.

En la primera hora de muestreo,‘la distribucion
es ligeramente bimodal y es destacable que el valor mds
alto se encuentra en la clase B8, con un 33.3% de

elementos en ella (Figura 34).
3.9 RELACION NUCLEDPLASMICA (N/C)
La relacion N/C se ha obtenido por cociente entre

los didmetros nuclear vy citoplésmico, por lo que dicha

relacidn carece de unidades.
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Es evidente que N/C nunca puede valer 1, puesto
que eso supondria que el didmetro nuclear y citopldsmico
seria el mismo.

Los valores que se alcanzan estan siempre por
encima de 0.6 de relacidn y en ningun caso superan 0.92
- (Figuras 33, 36, 37, 38 y 39).

La representacion en forma de un histograma de
doble entrada, ocupando el eje OX los diametros
citopldsmicos, OY 1los didmetros nucleares y 0I la
frecuencia, ayuda a comprender las variaciones que se

producen en este parametro (Figuras 40 a la 54).
3.9.1 Poblacidn total

Durante el tiempo de estudio la distribucidn de
la relacion N/C es bimodal, coincidiendo en todos los
casos las clases en las que se observan las modas (0.75 y
0.83), separadas siempre por una frecuencia menor en la
clase 0.80. De otra manera, la frecuencia encontrada para
la relacidn 0.80 es menor que las dos adyacentes a lo
largo del experimento. Esta simetria que se observa en
todas las distribuciones de N/C solo difiere de una hora
a otra en 1la proporcion de elementos en cada parte, lo

que se puede observar en la tabla .
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3.9.2 Células marcadas

Como ocurrfa al estudiar los didmetros, 1la
_relacion N/C de las células marcadas se asemeja a la de
las células totales, cumpliendose tambien aqui la forma

bimodal de la distribucidn y la baja frecuencia de la
clase 0.80. Las variaciones porcentuales vienen

expresadas en la tabla .
3.9.3 Celulas no marcadas

Solamente la hora 14 sigue la tdnica de 1la
relacidn N/C vista para las células marcadas y las
totales. Por el contrario, este grupo de elementos
presenta una frecuencia elevada en la clase
correspondiente a la relacidn 0.80.

Hecha esta excepcidn, las distribuciones son
unimodales en las horas 17, 19 y 20. La hora 18, aunque
puede considerarse como bimodal en su distribucidn, ambos
valores modales son comunes a varias clases, lo que le da
un aspecto totalmente distinto al presentado por las

distribuciones de N/C en celulas marcadas y totales.
3.10 DIAMETROS DE CELULAS MITOSICAS Y BINUCLEADAS

Hemos de distinguir entre la telofase y el resto



de fases de la mitosis, en relacion a los didmetros
celulares: en el caso de las telofases, se han medido los
diametros de ambés células hijas, de prenucleo vy
citoplasma; para la metafase y anafase solamente se midio
el didmetro citopldsmico, por razones obviasjaunque se ha
 medido el didmetro nuclear en las profases, debido a la
alta dispersidn de los valores encontrados, no 1lo
incluiremos aqui sino que sera objeto de un estudio
posterior con mds profundidad.

El didmetro medio de las células en profase,
metafase vy anafase es de 14.13 micras, con una desviacidn
tipo de 1.30. Para las células en telofase, el didmetro
medio citoplasmico es de 9.05 + 1.60 y el nuclear de 6.08
+ 1.16.

En cuantc a los didmetros de las células
binucleadas, es wmuy amplio su rango, habiendose
encontrado entre 13 y 27 micras para el citoplasma y
entre 8 y 20 micras para los nicleos. La media encontrada
para los didmetros citopldsmicos es de 20.28 + 4.58,
mostrandonos que predominan los elementos de gran tamafo,
aunque con una amplia dispersidn, como ya habiamos dicho.
La media de los didmetros nucleares es de 13.52 + 4,05,

con la misma variabilidad que en los citoplasmas



3.11 MORFOLOGIA

No queremos abundar aqui en los resultados
morfoldgicos del crecimiento del EAT en los primeros dias
.de - implantacidn, - habida cuenta - que ya fueron expuestos
con amplitud en 1la Tesina de Licenciatura de Vives
(1984).
Pasaremos por alto, por 1o tanto, lo relativo a la
descripcion morfolégica convencional para detenernos en

los resultados de la autorradiograf{a.

3.11.1 Células en mitosis

En los primeros dias de implantacion del EAT, el
aspecto de las mitosis encontradas es el normal, sin
ningin detalle destacable. Hacia mitad del experimento,
tercer dia, se aobservan algﬁnas metafases en las que la
placa madre parece no cerrada completamente, observandose
algun cromosoma no orientado, fuera de la placa; puede
tratarse de metafases tempranas que no han concluido la
orientacion de todos los cromosomas, aunque se ha
relacionado 'este fenomeno con los cromosomas fuera de
placa observados en algunas anafases. Es decir, es
probable que algunas metafases con cromosomas no

orientados l1leguen a anafase con estos cromosomas



definitivamente fuera de placa anafasica. Tambien a
partir de este momento, aparece cierto ndmerc de anafases

y telofases en las que algun cromosoma no se ha separado
completamente, quedando €stos en forma de un largo

filamento que se extiende uniendo las placas hijas.

‘Algunas  telofases tardias muestran estos mismos
filamentos de cromatina (Figura 355, 56, 57).

La presencia de anafases con placas
supernumerarias es poco frecuente, estimindose su
aparicidn a razdn de 1:16000.

El marcado autorradiogrdfico de 1las células en
mitosis no deja duda en cuanto a la bondad del proceso
autorradiogrdfico, técnicamente hablando. La marca se
localiza a 1o largo del cromosoma y en las células poco
marcadas, que ya se encontraban concluyendo el periodo de
sintesis, se puede observar el marcado autorradiogrifico
comenzando en muchos casos por la cromatina centromérica,
Yy, €en unos pocos cromosomas, extendiéndose por todos
ellos a lo largo de los teldmeros. Nada mids podemos
precisar sobre la tasa de incorporacidn ya que no se ha
contado con un sistema de andlisis que permita

discriminarla (Figura S8, 59, 60, 61).

3.11.2 Células uninucleadas

El aspecto morfoldgico de las celulas
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uninucleadas es el descrito en la introduccién, sin que
se haya detectado diferencias con respecto a las
descripciones clasicas de Haushka (1953) o Stewart y col.
(1939). |

En cuanto al marcado de la célula uninucleada, se
‘pueden encontrar células marcadas de todos los tamafos y.
relacidn N/C descritos, con diversa cantidad de marcas,
segun el caso (Figura 62).

Se han observado células vacuoladas, clasicamente
interpretadas como elementos terminales, cuyo nicleo, en
birrete, se encontraba marcado, con importante nimero de
grdnulos de plata reducida en el mismo, indicando su
capacidad de sintesis, al menos en el momento de la
administracidon de la timidina. No se ha determinado el
contenido de la gran vacuola que presentan estas células.
Sabemos que es cromdfoba, PAS negativa y Feulgen
negativa, aunque se adivina en su interior contenido de

aspecto proteico (Figura 63, 64).
3.11.3 Células binucleadas

La mayoria de estas células presentan un aspecto
caracteristico, con 1los ndcleos elipticos, separados por
una estrecha banda citoplasmicas con la zona de
enfrentamiento rectilfnea. Alguna vez se descubren uno o

dos microndcleos, dificilmente 1localizables por estar
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enmascarados por la masa mayor de los nidcleos
principales.

No siempre los dos nicleos se encuentran
independientes en 1la célula, sino que se han podido ver
como unos finos filamentos de cromatina los unian. El
#ilanento es otras veces més ancho, perc con un contenido.
mids pobre en cromatina que los dos 1ébulos que comunica.
Por esta razdn nos hemos sentido tentados a denominar a
éstas células "de ndcleo lobulado", mds que como células
binucleadas; ahora bien, insistimos que no en todos los
casos se presentan dichos filamentos y que, la mayorfa de
las células son "de facto" binucleadas (Figura &5, 66).

Se han encontrado tanto células binucleadas
marcadas con timidina, como otras que no lo estdn, pero
en aquellas marcadas se marcan ambos ‘nucleos con una

intensidad similar (Figura 67, &8, 6&9).
3.11.4 Elementos no tumorales

Cuatro son los tipos celulares no tumorales mas
abundantes que se pueden encontar en el EAT: macrdfagos,
linfocitos, neutrdfilos y células cebadas. Todos ellos
presentes desde los primeros dias de estudio.

Destacaremos en este apartado, sin insistir mds
en ello, la presencia de macrdfagos formando grupos,

durante los primeros dias de implantacidn, y el marcado
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de algunos linfocitos.
3.12 MODELO DE DIVISION

Se sugiere un modelo de divisidn tumoral, en base
a la observacidn del IM y considerando los datos que .
aporta la bibliografia.

En este apartado queremos exponer sucintamente el
planteamiento y el resultado del modelo, que se pasd por
alto en material y métodos para que su exposicidn
favoreciese la comprensidn del mismo.

Sabemos que la duracidn de la mitosis es la menor
de todos los periodos del Ciclo celular. Los datos que se
aportan son dispares y muchos -autores no refieren la
duracidn del tiempo M. No obstante sabemos que la
duracién mdxima es de una hora, por lo que en un ciclo de
16 horas, representa 1/16 de la duracién total. A esto
hay que aRadir el alargamiento que se produce con el
tiempo en el Ciclo celular. Por 1lo tanto, hemos
presentado un modelo computerizado que pondera, por una
parte, que la probabilidad de encontrar una célula en
mitosis en una poblacidn en ciclo, es proporcional a la
duracidén de este periodo en el cicloj por otra parte que
las distintas poblaciones presentes en el tumor alargan
su ciclo despues de cada mitosis, esto es: la duracidn

del ciclo que comienza es mayor que el que finaliza.

-60_



Suponemos asimismo, que puede haber una poblacidn
principal, por su numero de elementos, que siga un ritmo
de CC conjunto. Tambien suponemos que esto no ocurra.

Para poder representar un ciclo celular que sdlo
es visible, y por lo tanto cuantificable mor foldgicamente
 durante el tiempo M, se ha recurrido a una funcidn
trigonométrica que sdlamente se hace positiva durante un
intervalo (la duracion de la mitosis) de entre la
longitud total del intervalo 2¥PI. Asimismo, dicho
intervalo va —creciendo a medida que progresa la
representacidn, con lo que se quiere significar el
alargamiento del ciclo.

Dicha funcidn esi

y=sen2(A.K.x) /sen2(K.x)
siendo Ki la duracidn del CC de una subpoblacidn dada.

A: ia probabilidad de encontrar una mitosis
perteneciente a la subpoblacidn K.

xtla variable tiempo.

Por lo tanto, y expresa la probabilidad de
encontrar una divisién celular para un tiempo dado,
conociendo la duracidn del ciclo de las poblaciones
presentes y la proporcién de dicha poblacidn frente al
total.

Los resultados vienen representados en la figura

70. El modelo representa la resultante de 24 curvas
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correspondientes a otras tantas subpoblaciones cuyos
ciclos celulares tienen unas duraciones desde 14 a 20
horas, con desfase de 15 minutos.

Cada una de las 24 curvas representa idéntica
probabilidad de encontrar una divisidn celular por cada
unidad de tiempo.

Por otro 1lado, hemos considerado oportuno
ponderar la curva correspondiente a una duracién de CC 18
horas por ser éste el tiempo medio aportado por los
distintos autores (ver tabla 1I). Ello se ha conseguido
haciendo que 1la probabilidad de encontrar una divisién
celular en esta curva sea $ veces mayor que en las
restantes. Por 1o tanto cada 18 horas se destacard un
mdximo correspondiente a esta subpoblacidn (Figura 70).

Si en vez dé dibujar punto a punto la resultante
de la suma de todas las curvas simples, representamos
sOlamente los valores que adquiere cada 24 horas y & mds
tarde, comenzando el dia 1, los resultados son los que
aparecen en la figura 71. Ndtese que existe una clara
diferencia entre los valores de las curvas, aunque estos
no sean idénticos a los datos experimentales (Figuras 20

y 21).
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4.1 PARAMETROS CONVENCIONALES
4.1.1 Pesos
4.1.1.1 Peso de controles

La razdn fundamental por la que se lleva a cabo
un seguimiento del peso de los animales sanos antes de la
inoculacidn, no es otra que comprobar su buen estado y la
homogeneidad del grupo de estudio. Asi pues, antes de
cada experimento, durante 1la semana anterior, los
animales se pesaron dos veces diarias.

Lo mis destacable en la representacion grdfica de
este parametro, es la alternancia de miximos y minimos
que se presenta a 1o largo del seguimiento del peso; Ya
se habfa observado con anterioridad este fenomeno,
atribuyendo como causa del mismo el ritmo particular de
alimentacion-excreta de los mustélidos (Vives, 1984), con
maxima actividad en las Jltimas horas del dia y primeras
de la madana. |

Pocas son las variaciones en la conducta ciclica
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del peso en las condiciones de laboratorio ya que,
incluso sometiendo a los animales a una dieta exclusiva
de agua, no se observaron diferencias significativas en
el peso, respecto al periodo en que recibieron comida
abundante. No obstante, si se produce una variacicn
apreciable. cuando los animales se someten a transporte,
probablemente como consecuencia del efecto ansiogénico
del mismo; en otras palabras, el incremento de actividad
por encima de la media que vienen desarrollando en el
laboratorio, causado por el ‘“stress" del transporte,
produce una disminucidn del peso, bien por una mayor
excreta, bien como consecuencia de una mayor actividad.
Como se ha dicho anteriormente, el control de
peso se realiza con la +finalidad de comprobar la
homogeneidad de 1los lotes, habiendose encontrado estos
dptimos para la experimentacion, al no diferir en mas del
5. en la media de peso en los animales con pesos

_extremos.

4.1.,1.2 Peso de portadores

El peso de los animales inoculados con tumor, se
modifica por el crecimiento de este en la cavidad
abdominal, de tal manera que la grafica que representa
esta medida tiene una marcada pendiente positiva.

Se observa, ademds, que el peso de los portadores
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sigue las mismas pautas relativas a los ritmos de
alimentacidn-excreta que vimos al hablar de los
controles, aunque siendo mds precisos deberiamos decir
- que el ritmo de alimentacidn-excreta no se ve enmascarado
por el crecimiento del tumor.

- La razén de efectuar este control es,
fundamentalmente, comprobar que el prendimiento delrtumor
es correcto y las condiciones de crecimiento buenas. Pero
ademds se realiza para aseqgurar la homogeneidad del grupo
de animales.

Respecto a la eleccidn del sexo de los animales,
se tomaron hembras en todos los casos porque parece haber
un crecimiento menor en machos que sobre individuos del
otro sexo (Vincent vy Nichols, 1967); por lo tanto, para
evitar las posibles diferencias de crecimiento del tumor
en portadores de distintos sexos, es por lo que siempre
se tomaron aquellas.

La hora de comienzo en la experimentacidn atendid
inicialmente a razones semejantes a las expuestas en el
pdrrafo anterior: si los animales inoculados por la
mafana (10 a.m.) viven mds tiempo que los inoculados en
el transito lum{nico nocturno (7 p.m.) (Tsai et al.,
1979), es obvio que para poder comparar los resultados de
los distintos experimentos, se debia tener en cuenta la
hora de toma de muestras. No es un azar la determinacién

de la hora de comienzo de la experimentacion. La
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existencia de un ritmo circadiano en el incremento de
'pesa del ratén, demostrado por Tsai et al.(1979) vy
confirmado por Vives (1984), obliga a tener como variable
acotada las horas del dia de las tomas de muestra.
Apoyando lo expuesto, se ha encontrado que algunas lineas
del EAT, no todas, presentan ritmos circadianos en su

crecimiento sobre el ratdn (Romanov et al., 1980).
4.1.1.3 Peso del tumor

El peso del tumor es el primer pardmetro de
crecimiento que tiene un {importante significado en el
control del mismo. Siendo el EAT un carcinoma ascftico,
se podria pensar que es mucho mds sencillo determinar el
volumen y no el peso. Sin embargo en la prdctica, la
determinacidn del volumen tumoral ofrece serias
dificultades debido a que la localizacidn del carcinoma
es, dentro de lo que cabe, difusa y en {ntima relacidn
con otros fluidos corporales. Ademis, obtener el volumen
total de un cultivo joven de 24 horas, cuando el volumen
inicial del indculo es de 0.125 ml, es una labor casi
imposible de abordar sin incurrir en errores mayores que
la propia medida.

El método seguido por nosotros para la
determinacidn del péso del tumor es muy simple y sujeto a

pocas manipulaciones. En primer lugar, tras la extraccion



de la cantidad necesaria para confeccionar los frotis y
obtener la dilucidn para el cdlculo de la densidad (lo
que supone un volumen conocido y siempre el mismo), se
lava la cavidad abdominal del ratdn con suero salino y se
obtiene el pesa del ¢tumor por diferencia de los pesos
~antes y degpues del lavado. En el caso de que la cantidad.
sea poco apreciable, se cuenta al menos con el tumor
recolectado para la obtencidn de las muestras. El error
de la medida es el debido al aparato, 0.1 g en todos los
casos.

Las consideraciones expuestas mas arriba, tienen
especial significacién hasta el cuarto dia de
crecimiento, ya que a partir de aqui el tumor crece
rdpidamente, llegando a duplicar su peso en tan sdlo 24
horas.

De todos es conocido que el tumor estd compuesto
por células que se encuentran libres en un fluido
aportado por el huesped; esto quiere decir que el
incremento de peso se ha de deber al incremento del
nidmero de células y al aumento del fluido asci{tico. Pero
cabria preguntarse que proporcidn es debida a cada uno de
los componentes fundamentales y que preponderancia tiene
cada uno de ellos en lo que al crecimiento total se
refiere. Eﬁ otras palabras, cabria preguntarse cual es el
componente responsable del rdpido crecimiento en peso del

tumor ascitico de Ehrlich.
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Para responder a esta pregunta, debemos estudiar
previamente la densidad del tumor, ya que este pardmetro
es el que relaciona el nimero de células presentes en una

unidad de volumen.
4.;.2 Densidad_

La cavidad abdominal es el entorno ambiental de
las células del EAT. En los tumores asc{ticos, debido a
su localizaciéh, no se puede producir una vascularizacidn
"de novo" como ocurre en la mayor{a de formas sdlidas.
Los metabolitos nutritivos y el oxigeno 1legan a las
células disueltos en plasma ascitico. Esto nos puede
hacer ver 1la importancia que reviste el aporte ascitico
en el crecimiento tumoral. El contenido de oxigeno en la
ascitis es mds bajo que en los tejidos vecinos, lo que
lleva a las células a vivir en condiciones prdximas a la
anaerobiosis(Kaz’'min y Kolosov, 1979; Laio y Sols, 1982).
El aporte de ascitis por parte del animal se ha
considerado como una respuesta defensiva a la agresion;
el mismo fendmeno se produce si se inocula tumor en
cualquier otra cavidad serosa (Goldie y Felix, 195i;
Klein, 19513 VYashida, 19523 Hauschka, 1953) habiendo
dejado paso el término original de “e%usién tumoral” o de
"células tumorales libres" al de "tumor ascitice". Por lo

tanto, seria muy interesante conocer la pauta de aporte



ascitico en el tumor vy, consiguientemente, la
concentracion de células en el mismo.

Se ha comprobado el efecto del aporte de ascitis
por el hueéped, siendo de décéleraciéﬁ del crecimienta
tumoral (Fomina et al., 1979a). Este efecto se produce
asimismo en otros tumores asciticos = (Rothbart et al., .
1981).

Pero 1la inyeccidon de fluido libre de células
produce en el tumor procesos selectivos como la
eliminacidn (muerte) de células con unas concretas
caracter{sticas cromosdmicas (Fomina et al., 197%a) o el
retraso del crecimiento por sincronizacidn de los ciclos
celulares (Lala, 1972b).

Son dos los momentos en los que el aporte de
ascitis es mds importante: el tercer y quinto dias
(Vives, 1984). En nuestro caso, el primero aporte se
produce entre el tercer y cuarto dia y el segundo en el
quinto dia. La importancia del primer aporte de ascitis
se refleja en las figuras correspondientes, en las que
cambia la pendiente de la curva.

Es indudable que antes del primer aporte
importante de 1liquido ascitfco, se debe de producir una
paulatina entrada de este en la cavidad abdominal, pues,
de lo contrario, los valores de la densidad ser{an mucho
mds altos que los encontrados experimentalmente hasta

este momento; el incremento de peso del tumor se debe
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fundamentalmente al incremento del nimero de células; el
incremento debido a la ascitis es pequefoc en relacidn a
aquellas, como se deduce al observar las figuras
correspondientes: desde el primer aporte importante de
liquido asc{fi:o hasta el final de la experimentacicn,
~mientras  que  1§ - densidad  sufre impoftantes
modificaciones, el crecimiento en peso es lineal. No se
ha observado, por lo tanto, un aminoramiento del
crecimiento del tumor. Esto se puede explicar ficilmente
porque aunque la efusién de 1{quido pueda retrasar el
crecimiento (Fomina et al., 1979a, Lala, 1972b; Rothbart
et al., 1981), supone al mismo tiempo la entrada de
oxigeno y metabolitos nutritivos, asi como una dilucidn
de los productos nocivos que se han ido concentrando en
el medio. Ademds, el entorno libre disponible por célula
aumenta, con 1o que la competencia por los nutrientes
disminuye.

Que el aporte de fluido ascitico es continuo pero
en pequeia cantidad queda patente al estudiar la
evolucién de la densidad en el "screening"; la curva
tiene la forma de una ﬁarébola con el minimo en las 42
horas. Ei descenso en la densidad 9 la posterior
recuperacién parecen indicar cual serfa la relaci6h>entre
aporte de ascitis e incremento de peso debido a ella o la
produccion de células por divisidn: el mayor valor en el

peso se alcanza precisamente a las 42 horas, aunque es
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probable que se pudiese deber este maximo a un error en
la medida, estando gl valor real muy por debajo, pero
siendo siempre mayor que sus valores adyacentes. No
" obstante, la magnitud mds alta es la medida en la hora
44, al final, cuando se ha producido la recuperacion en
-la -densidad; por ‘lo ‘tanto insistimos en que el aumento
del peso debido a la ascitis es de menor significacion
que el debido a las células. Mds adelante, al tratar de
la mitosis, volveremos a plantear la relacidn de aporte
de ascitis al crecimiento tumoral.

La fluctuacidn que se prﬁduce en la entrada de
fluido durante periodos mds cortos (en una hora, en la
que se han tomado muestras cada 15 minutos) es variada y
muy dificil de interpretar debido a que no se puede
controlar si el primer punto en la grdfica es
continuacidn de una bajada o de una subida en la densidad
anterior; de otra manera, pensamos que el momento o
momentos del dia en los que se produce la entrada de
liquido ascftico al tumor viene controlado por el ritmo
de alimentacidn-excreta y por el momento en que se
indculo el tumor, de tal forma que dependeria tanto de la
edad del mismo como de la hora del dia en que se realizan
las muestras y el momento en el que se realizd la
inoculacidn. Debido a estas condiciones, para un cultive
de cinco dias (ya en la edad madura del crecimiento

tumoral) y en el que la toma de muestras se realizd a las
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doce horas, en mitad del periodo diurno, creemos que los
aportes ascfticos son de mayor magnitud que los que se
producen en los primeros dias de implantacidn, por lo que
tras la divisién de un grupo importante de células que
aporta nuevos elementos, la entrada de ascitis va
, gtgnqandq,' a renglén - seguido, 1la elevada densidad

conseguida momentdneamente,
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- 4.2 POBLACION MITOSICA

4.2.1 Sincronizacidn inicial

Se ha demostrado que el ciclo celular se alarga
con la edad en diversos tumores experimentales , como es
el caso del sarcoma S-180 de ratdn (Schiffer et al.,
1973), el carcinoma asc{tico NCTC 2472 de ratdn (Frindel
et al., 1949) y en EAT (Lala, 1972c, Woo et al., 19795),
lo que visto desde la perspectiva de la reimplantacidn
significa que, con cada reinoculacién del tumor en el
nuevo portador, los ciclos celulares se deben acortar.

JCuales son 1los factores de alargamiento (o
acortamiento) del ciclo celular del EAT?. Se han apuntado
diversas causas, unas propias del tumor vy otras como
resultado de la interaccidn de este con el huesped:

A) Propias ' del tumor. La alternancia de dos
subpoblaciones presentes en el tumor caracterizables por
sus cromosomas marcadores, una de las cuales predominaria
los primeros dias, siendo sustituida gradualmente por la

otra (Fomina et al., 1978). El paso de un contingente de
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células mitdsicas a "resting cells" (células @) (Kaz’min

y Sherban, 1980), deteniéndose en GO por tiempo
indefinido y caracterizables por la presencia en sus
nicleos de una proteina especifica.

B) Resultado de la interaccidn con el huesped. El aporte
~de fluido _ascftjcp por parte del animal portador produce
un retraso en la proliferacién tumoral (Rothbarth et al.,
1981), 1lo que se ha comprobado cuando se inyecta fluido
libre de células de forma experimental (Lala 1972b,
Fomina et al., 1979a). Ademds, la falta de metabolitos
para la sintesis y la presencia de productos tdxicos en
el fluido ascf{tico contribuir{an al alargamiento de los
ciclos celulares, estando en relacidn con la edad del
cultivo (Lala 1972b).

Ahora bién, la manera de como esfa influye en las
células del EAT es todavfa poco conocida. Se ha apuntado
que el primer efecto detectable es una sincronizacion de
las células tras el reimplante (Wiebel y Baserga, 1948)
teniendo como causa, no la entrada de "resting cells" a
ciclo, sino el retardo que se produciria en S y G2 (Lala
Y Patt, 1948). Pero aunque se produzca la sincronizacion
de los CC de algunas de las poblaciones con cada
reimplante, esto no explica el acortamiento, si no se
produce, ademds, un predominio de aquellas poblaciones de
ciclo corto tal y como lo describe Fomina et al., (1978).

Si el alargamiento del CC se produce como resultado del
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alargamiento de alguna de sus fases (o todas), tal y como
ocurre en el sarcoma S-180 asc{tico de ratdn (Schiffer et
al., 1973), el acortamiento tras el reimplante debe
acortar en la misma proporcicn las fases del CC (Lala,
1972); esto altimo no contradice la opinidn del grupo de
Fomina de qqe’sgr{a_la alternacia de poblaciones, con CC
de duracidn caracteristica para cada una de ellas, la
causa principal del acortamiento del CC del tumor.

A todo esto se afade un problema y es que la
forma de determinar el crecimiento y la proliferacicn
tumoral es por medio del Indice de marcado y el Indice
mitdsico, ambos apoyados en la medida del ndmero de
mitosis presentes en el tumor en un momento dado. La
duracidn de la mitosis es pequefa en relacion a la
duracidn del CC de tal manera que, en el mejor de los
casos, supone tan solo 1/16 del CC total. Se entendera
fdcilmente que el tratamiento de estos dos pardmetros

debe ser cauteloso.
4.2.2 Indice Mitdsica

Una gran diferencia se observa al estudiar el IM
a largo plazo con una o dos tomas de muestras diarias:
mientras que el IM de El1 crece durante el tiempo de
estudio, sin grandes variaciones, los IM de E2 y E3

muestran una clara tendencia al descenso, con acusados
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altibajos.

Las muestras matutinas de E2 y E3 son de mayor
magnitud que las vespertinas hasta el cuarto dia. Esto
podria sugerir cierto ritmo divisional, circadiano o no,
pero, como se observa en los grdficos, hay un momento que
~se invierte esta diferencia de magnitud; no se trata.
pues, de un ritmo circadiano, ya que la conducta del IM
no es ciclica; ademés, solamente se conoce una linea de
EAT que presenta este tipo de ritmo (Romanov vy
Stepanenko, 1980). El1 resto de tumores estudiados no lo
presenta.

8in embargo, el hecho de que 1los tumores
estudiados se hayan implantado siempre por la mafiana, que
sea este momento cuando mayor es el IM y que se vaya
amortiguando la diferencia de valores diarios, sugiere
que el ritmo que presenta el EAT sea consecuencia de la
duracién caracter{stica del CC. Esto concuerda claramente
con el alargamiento de ciclo ya apuntado.

Al estudiar el IM en experimentos cuya toma de
muestras se realizd con diferencias muy cortas de tiempo
(S1 y 82), se afianza mds la idea del ritmo divisional
como predominante en la curva del IM. Pero hay mas: para
que pueda producirse un maximo en el IM, el nimero de
mitosis presentes debe ser mayor, proporcionalmente, a
las presentes en el punto homélogo (misma hora) del dia

anterior.



Efectivamente, tras una divisidn se produce un
gran numero de elementos, lo que supone un crecimiento en
nimero de ce€lulas en el tumory si ahora se divide el
. mismo ndmero de células que lo hizo anteriormente, el IM
seria menor  vya que se expresa como ndmero de mitosis
~frente al total de elementos. Si se mantiene el valor del.
IM, seria razonable pensar que entraron en mitosis todas
las células que se acababan de producir, esto es; las dos
células hijas producto de la division anterior. De esta
manera se mantendria un IM alto y constante durante
cierto tiempo.

Una disminucién del IM entre dos mdximos
consecutivos hace pensar en la existencia de un grupo de
células, mayoritario, que alterna con otras células
capaces de dividirse y que formarfan la linea de fondo
(background) del IM, es decir, el grupo principal
producirfa células por divisidn que supondria un gran
incremento de elementos, frente a la produccidn de
células por parte del resto.

8i el grupo principal presenta alguna sintrnnia,
se podria explicar por que son mayores los valores mds
tempranos del IM. Con el tiempo se producirfa el desfase
de algunos ciclos, saliendo por 1o tanto del conjunto
principal y haciendo que este disminuya en nimero.

Si se observa con detalle el IM de Si, se ve lo

que antes apuntabamos de los grupos de células en
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divisidn. Para que se produzca un descenso a las 42
horas, ha debido tener lugar un incremento en el ndmero
de células presentes (producto de la divisidn anterior) y
un descenso proporcional del nimero de mitosis.
Andlogamente, para que el IM se mantenga tan alto durante
las horas 40. Y 51, _cpandq,_ de‘ seguro, 'el ndmero‘dg
células totales es mayor, el nuimero de mitosis en este
momento debe superar con creces al que se produjo una
hora antes.

En resumen, parece claro que exista mas de un
grupo de células, cada uno con una duracidon de CC
caracteristica, que produzcan nuevas células en forma
discreta, en oleadas, con un ndmero de elementas por
grupo variable. Uno o mds de estos grupos seria
mayoritario (con mayor cantidad de células) sobresaliendo
su ritmo mitdsico sobre el resta, que quedarfa formando

un nivel de fondo de mitosis.
4.2.3 Modelos de crecimiento y divisidn

Considerando una poblacidn celular hémogenea, el
IM indica la relacidn de células del compartimento
proliferativo o mitdsico (M) frente al no mitdsico o
quiescente (@). En dicha poblacién, una disminucidn del
IM puede ocurrir por varias causas: 1)que algunas de las

células resultantes de la divisidn del compartimento M



pasen al compartimento O, con lo que la relacidn M/Q
disminuye; 2)que el compartimento M disminuya por muerte
de sus elementos; 3)que toda la poblacidn de células
mitdsicas produzca células del compartimento Q.

Sin embargo, en cultivos heterogeneos, con mas de
una poblacidn celular, la fluctuacidn del IM puede
debefsé .a' ﬁéi ﬁe‘ Qné vcéuéa. 9 ‘nﬁ 6e§e§ariémén£e‘a‘1A
modificacion de la relacién M/Q. Efectivamente, basta
suponer un desfase divisional en las poblaciones
presentes para que el IM se presente en altibajosg
suponer, asi mismo, la presencia de una poblacidh
principal, mayoritaria en el namero de divisiones, frente
a un conjunto de poblaciones con menor ndmero de
elementos por poblacidn que la principal y con diferentes
ritmos mitdsicos, conduce a la manifestacion de altibajos
en el IM; incluso un ritmo circadianoc divisional daria
Eomo resultado una fluctuacidn del IM.

Tanto la disminucidn del IM como la presencia de
maximos y minimos alternados en este pardmetro, se
manifiestan en el EAT. No obstante, la presencia de
células @ parece ser muy baja en el tumor, habiendose
estimado el factor de crecimiento para el EAT entre 0.9 y
1 en los primeros dias de implantacidn (Tannock, 19469;
Frindel et al., 196%9), por lo que se puede descartar la
relacidn M/@ como responsable de la variacidn del IM.

No se ha podido demostrar una influencia
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circadiana en todos los tumores de Ehrlich estudiados
(Romanov et al., 1980), aunque es posible que esta
influencia se ejerza sobre el tumor por otros pardmetros
que si presenten dicho ritmo (Tsai et al., 1979).

Por lo tanto, y como ya se ha visto al hablar de
la sincronizagiﬁhv _dg _ }ag _ célplas_ .tumpralgs, la
fluctuacidn del IM en altibajos puede deberse
fundamentalmente a la presencia en el tumor de diversas
poblaciones cuyo predominic y alternancia serfa la causa
de dichas variaciones (Fomina et al., 1978).

Es dificil demostrar evidencias de los distintos
grupos de divisidn, basdndose sdlamente en los resultados
del IM. Para ellb habr{amos de recurrir al estudioc "in
vitro® del tumor, con lo que se eliminaria uno de los
factores primordiales en el EAT: la relacion con el
portador y las condiciones naturales del mismo.

Ahora bien, por otraos dos caminos se puede
abordar la presencia de subpoblaciones en el tumor: 1)
Planteando un modelo tedrico que recoja todos 1las
supuestos expuestos mds arriba y desarrollando un sistema
de simulacidn del mismo. 2) La exposicidn del tumor a
precursor marcado, como la Timidina tritiada, que nos
permita seguir las tasas de marcado de una poblacién
mitdsica determinada. Este segundo camino se discutira
mds adelante.

De la duracidn total del CC sélo una pequeia
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parte corresponde al tiempo de mitosis (TM). 65i
pudi€éramos obtener para cada c€lula de cada poblacidn la
curva del IM, observariamos que esta adquirirfa valores
nulos en el periodo de interfase y 1 en TM.

8i todas las células de una misma poblacidn
_ ;ctdqn_ de‘ 4igu§1' manera y sincréni;as,' sSus curvas
coincidirdn superponiéndose, de modo que podremos tomar
una Jnica célula como representante de la poblacidn. Al
utilizar una funcidn continua, el paso de interfase a
mitosis o viceversa no se realiza de un modo brusco sino
gradual, por lo que se genera un maximo en TM semejando
una gaussiana, situacicn que nos viene bien para hacer
extensible 1la gréfica a una poblacidn real en la que las
células entran en mitosis o salen de ella casi al mismo
tiempo, pero no exactamente.

El primer modelo péopuesto, con 24 poblaciones
que poseen la misma probabilidad de encontrar una mitosis
perteneciente a una de ellas, quiere indicar que el
nimero de poblaciones es grande pero finito, que
participan en igual proporcidn en 1la produccidn de
células. De este modo, la fluctuacidn de la resultante
dependerd de la superposicidn de dos o mis poblaciones,
con probabilidad aditiva en sus TM. Cuando el ndmero de
curvas que coincidan en un punto sea mayor, se presentari
un pico mds alto que los vecinos. Esta situacidn de un

fondo de mitosis (background) entre el que destaca de
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cuando en cuando un pico se puede observar en todos los
IM calculados, es decir, el IM nunca se hace cero; lo que
significa que siempre se pueden encontrar celulas en
mitosis en cualquier momento.

Lo dicho es extensible al Qegundo modelo en el
que ha ponderado una de_laslqu;a;ipngs, ha;igndo_qqe_la
probabilidad de encontrar sus TM sea 5 veces mas alta que
en el resto de las curvas. Una dJdnica diferencia se
aprecia en este caso y es que ciertos puntos presentan
mayor valor que lo que corresponderia a la adicidn de
curvas simples en las que coincidiesen sus TM, con algun
punto en el que los dos valores contiguos no difieren
grandemente, por ser los correspondientes a 1la curva
ponderada y a la confluencia de las curvas de varias
poblaciones.

Las razones que nos llevaron a elegir 24 curvas
representativas de otras tantas poblaciones, con 15
minutos de desfase, que los ciclos celulares estuvieran
entre 14 y 20 horas y que la sincronizacidn del cultivo
ocurriese exactamente en el momento del indculo, fueron
precisamente las expuestas al referirnos a la
sincronizacidn inicial. Debido a 1la dispariad de datos
respecto a la duracidn del CC (Tabla I),pensamos que se
debian de abarcar todos los tiempos de ciclo citados, por
lo menos en los primeros dias de implantacidn, procurando

que el tiempo medio -17 horas- fuese aproximadamente el
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central en el modelo. Se tomd como desfase 15 minutos,
por ser este el tiempo minimo de la mitosis medido para
el tumor. El ndmera de curvas debia de ser grande ya que,
siendo la funcidn nula en la mayoria del intervalo de
representacidon, se podria ,obtene? algun valor . igual a
cero, cosa que no ocurre gxéerimentalmente;_ como el
desfase se estimd de 15 minutos, entre 14 y 20 horas de
CC caben 24 curvas. Por dltimo, el momento de la
sincronizacién se tomd en el dia cero por la facilidad de
calculo y por las opiniones de Wiebel y Baserga (1948).
Otros modelos semejantes se han propuesto tanto
para el EAT como para otros tumores, estudiando algunas
veces los parametros de crecimiento (Dethlefsen et al.,
1968), tanto en formas sdlidas como asciticas (Tannock,
1969), como considerando la pérdida celular y el paso al
compartimento @ de las células (Steel, 19673 Roti Roti y
Okada, 1972; Kim y Woo, 1974; Bronk, 1979). El objeto de
todos ellos, asi como el nuestro, no es otro que
ayudarnos a comprender unos fendmenos temporales tan
complejos como son el alargamiento ’del CC de algunas
células, la entrada sincrdénica en mitosis de grupos de
ellas o la salida del compartimento mitdsico por muerte o

por entrada a otros compartimentbs como el Q.

-84~



4,.2.4 Modelos de muestreo.

Los protocolos seqguidos en el presente trabajo
recogen los planteamientos anteriormente expuestos en
relacidn con los modelos tedrjcos dg crecimientn, Se ha
seguido tres diferentes tipos de muestreo: Toma de
ﬁuésfrés. .simhlé 'diafié,' .lé vforﬁa. héé .seneiilé ‘dé
muestreo, que refleja el crecimiento global del cultivo.
Toma de muestras doble diaria, una a las 8 a.m. y otra a
las 2 p.m., siempre con &6 horas de diferencia entre las
tomas del mismo dia y 24 horas entre las tomas
correspondientes del dia siquiente; las muestras que
tienen por diferencia 6 horas, permiten seguir el ritmo
de divisidn de dos grupos de células con ciclos celulares
de diferente duracidn, ya que la diferencia minima de dos
ciclos es de 8 horas en el dia primero (Lala,1972), de
tal manera que las mitosis encontradas en un mismo dia (8
am y 2 pm) no pertenecen a la misma poblacidn. Toma de
muestras con intervalos muy cortos (1 hora), utilizada
para la determinacidn del Indice de marcado tras la
aplicacidh de Timidina tritiada: determina la duracidn
del ciclo celular y la presencia de distintas poblaciones
tumorales.

Como se ha explicado, cada uno de los modelos de
muestrea tiene una aplicacion bdsica especffica y su

estudio aporta datos distintos y complementarios.
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La determinacidn del IM en los casos con toma de
muestras simples diarias presenta un ritmo mitdsico
descendente, tendiendo a 1la estabilizacién, ¥y con pocas
fluctuaciones en el conjunto: se dirfa que el cultivo
disminqye su ritmo mitésico tempranamente. Ahora bien,
cuando se toman ‘dqs‘ .mgestras ‘diarias‘ se _aprgcia
claramente como el IM, aunque tambien tendiendo a la
estabilidad, presenta puntos en los que su magnitud
alcanza valores muy por encima de los encontrados en el
caso anterior. Lo mds notable es que las muestras
vespertinas son mfs altas que las matutinas del mismo
dia, como si se tratase de distintos grupos de c€lulas,
cada una con un ritmo mitdsico propio, mayor en el caso
del grupo vespertino. La explicacidn a este fendmemo se
puede encontrar considerando por una parte l1a
sincronizacion que se produce con cada implante (Wiebel y
Baserga, 1948, Lala 1972) y la desincronizacidn que se va

produciendo con el tiempo.

4.2.5 Marcado autorradiogradfico.

Como vya se ha expuesto mas arriba, la
sincronizacidn que sufren las células del EAT tras un
nuevo implante puede deberse a varias causas, entre otras
el ‘“stress" (Wiebel y Baserga 1968; Kalisnik el al. 1979)

y/0 la respuesta inmune del animal portador (Lala 1974j
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Levan y Levan 1980).

Analizando diversos parametros de crecimiento,
entre” ellas el Indice Mitdsico, se pone de manifiesto
dicha sincronizacidn (Pertusa et al. 1982, 1984), de tal
manera que, suponiendo un modelo de crecimiento con
sincronfa inicial, los valores mdximos del Indice
ﬁifégieo corresponderan al momento en que cierto ndmero
de células coinciden en sus ritmos mitdsicos.

Estudiando el IMy el LI tras la aplicacidn de un
pulso de Timidina tritiada, creemos que se pone de
manifiesto alguna de las poblaciones presentes en el EAT,
asi como rel estado de sincronia, ya que aparecerdn
marcadas las mitosis de aquellas ce€lulas que se
encontraban en S en el momento de la administracidn del
precursor radicactivo; si aparecen en el mismo momento
del estudio del IM celulas no marcadas, se trata
indudablemento de células con duracion de CC distinta, ya
que estandoc en un mismo momento en mitosis no estaban a
la vez en sintesis de ADN.

El IM es una medida relativa que expresa el
potencial de divisidn del cultivo en un momento dado. Es
relativa puesto que representa la proporcicon de mitosis
frente al total de elementos del tumor. Es asimismo
dindmica debido a que alcanza su mayor sentido cuando se
expresa en relacidn al tiempo. Cualquier variacidn del IM

a lo largo del tiempo de experimentaciéh, da informacidn
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muy importante sobre la dindmica de dicho cultivo. Estas
variaciones son medidas de la probabilidad de encontrar
determinado nimero de células en divisidn en un momento
dado.

Con tiempos de estudio mds largos se observa la
tendencia a la dish;nuciﬁnr dei Iﬁ, prbducieﬁdﬁse asi
mismo una -eétébilizéciéﬁ .eﬁ iaé difefeﬁciaé de magnitﬁd
(Wiebel vy Baserga 1948; Frindel et al. 19469; Schiffer et
al. 1973; Dombernowsky et al. 1973; Pertusa et al. 1984).
No aobstante se pueden muestrear puntos en los que el IM
se manifiesta con un maximo, rompiendo la tdnica de
descenso general, 1lo que se ha interpretado (Pertusa et
al. 1984) como un momento en el que coinciden los ritmos
mitdsicos de diversos grupos de células, dando lugar al
mencionado maximo de los valores del IM.

Estudiando el IM en el segundo dia de crecimiento
del tumor, se observa que este var{a en el transcurso del
tiempo de muestreo. Una disminucidn del IM significarad
que el numero de mitosis presentes en el cultivo ha
disminuido respecto al total de elementos celulares. Este
descenso indica que no han entrado nuevas células en
mitosis en ndmero proporcional a las producidas en la
mitosis anterior, ya que el mantenimiento del IM en una
poblacién con mayor némero de elementos totales significa
un aumento del nlmero de mitosis, en valores absolutos,

proporcional al aumento del ndmero total de células del



tumor.

Sin embargo, el recuento de mitosis péra la
determinacidn del IM es un proceso con base cuantitativa
Y mor#oldbica que no puede aportar "per se" datos
cualitativos sobre_ 1a» naturalega de las ce€lulas que se
encuentran en divisidn. Por ello es conveniente
.pfeéuﬁtgrge‘ Qi’ ﬁoé énﬁonirambs frente a un cultivo cuyas
celulas son semejantes desde el punto de vista cinetico,
es decir, si todas ellas siguen un ciclo celular de
duracidn similar, o no, puesto que variaciones en la
duracion del ciclo celular se pondrdn de manifiesto a lo
largo del tiempo, dando oleadas mitdsicas no sincrdnicas,
separadas entre si tanto como se separen las duraciones
de los ciclos correspondientes. Los distintos IM de cada
poblacidn celular con una duracion de ciclo diferente,
pueden dar una suma total que presenta variaciones tanto
mds importantes cuanto mayor sea la coincidencia de
duracidn de los ciclos.

Asi pues, el IM que obtenemos no serd’sinﬁ el IM
medio de todas las posibles poblaciones celulares con
distintas duraciones de ciclo.

Con ei fin de determinar la posible existencia de
diferentes poblaciones celulares con longitudes de ciclo
distintas, hemos realizado un marcado autorradiogré?ico
con Timidina tritiada, apoydndonos en los datos de otros

autores que indican una sincronizacidn parcial tras el
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implante (Wiebel y Baserga, 19483 Lala y Patt, 1968). Esa
sincronfa sdlo se puede detectar durante el primer ciclao
celular de las celulas tumorales recién transplantadas,
puesto que cuando comienza el segundo ciclo, cada célula
lo realizara a partir de la duracidn caracteristica de la
'ppblaciénva_lg que pertgnecg._

El primer dato, obtenido a 1las 16 horas de la
inyeccién de la Timidina tritiada, arroja un 235% de
mitosis marcadas. Existe pues un 75% de células en
mitosis que no estaban en S 14 horas antes. Se deduce la
presencia‘ de dos poblaciones celulares con diferente
longitud de ciclo ya que, estando a la vez en mitosis, no
habfan estado simultineamente en s{ntesis.

Una hora despues, casi la totalidad de las
mitosis estian marcadas, por 1o que se deduce que todas
ellas estaban en sintesis 17 horas antes de esta toma.

La toma de muestras de las 18 horas presenta un
decremento del IM que se debe por completo a la caida del
nimero de mitosis marcadas, ya que las mitosis no
marcadas no modifican su nldmero en este punto de
muestreo.

A las 19 horas el ndmero de mitosis marcadas
sigue disminuyendo hasta alcanzar un m{nimo. Parece claro
que la oleada mitdsica ha concluido por completo. Sin
embargo, el aumento del IM indica la presencia de otra

poblacidn diferente a la marcada, que entra en mitosis en
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ese momento. La diferencia de los IM de las dos
poblaciones es muy notable a favor de las no marcadas.
Estamos en una oleada mitésica de la poblacidn no
marcada, ya que la marcada estd en su segundo minimo.

La dltima toma, correspondiente a las 20 horas,
muestra ei idéciive' ﬁei ‘nﬁméro total de mitosis, con un
iigefo' éuﬁeﬁtd .dé vlésrmitdsfslmiréadas; La.{ﬁefté ﬁaidé
del ndmero de mitosis no marcadas es la responsable del
descenso del IM general.

La sincronizacidn pues, afecta a un grupo de
células dejando intacto a otro grupo importante que forma
una poblacién, o quizds mds de una, con una duracion del
ciclo celular diferente a la de la otra.

Existe gran discrepancia, en lo que a la duracion
del ciclo celular se refiere, en la bibliografia
consultada (ver tabla 1). No obstante ya se ha apuntado
mas arriba la coincidencia de muchos en lo que al
alargamiento del ciclo celular se refiere. Nosotros
pensamos que este alargamiento debe ser el resultado de
la desincronizacidn que se produce ya en la segunda
generacidn celular por lo que, teniendo en cuenta el
desfase ocasionado, sdlo deber{fa hablarse de duracidn
media del CC.

Cuande el tumor envejece, ademds de estos
fendmenos de desincronizacidn, se sumarian como factores

de alargamiento la supresidn de la sintesis del ADN por
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inhibidores difusibles 1liberados por las propias células
(Rothbarth et al.,1981, Tong y Chen, 1979), la menor
disponibilidad de energfa, la competencia por
nutritientes (Lala 1972), entre otros.

Podriamos poner como alternativa que las células
no se encuéntrén sinﬁrbnizgdés‘eﬁ absoluto, lo que esta
'eh 'désécﬁefdb 'cbnb ioé .détdsv éxpefiheﬁtéles; Ya qué én
este caso se deberia encontrar muy poca variacidn en el
IM a 1lo largo del tiempo, siendo as{ igual 1la
probabilidad de encontar una célula en mitosis en todos
los momentos de muestreo.

Podemos hablar en definitiva, de sincronizacidn
de grupos de células en los primeros dias de
implantacidn, claramente separables exclusivamente
durante cortos periodos de tiempo.

Tras 1la aplicaciéh de un pulso de Timidina
tritiada 24 horas despues de la inoculacion del tumor Y
realizando la toma de muestras cada hora, se observa que
desde el primer muestreo al segundo, el {ndice de marcado
pasa del 257 al 90.6%, volviendo a descender éste dos
horas mds tarde al 40%.

Estos resultados indican 1la presencia de una
poblacidh altamente sincrénica, responsable de un {ndice

de marcado tan acusado.
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4.3 CELULAS BINUCLEADAS
4.3.1 Binucleadas como un paréhetro de crecimiento.

Cuando emprendimos la tarea de caracterizar la
poblacidn de células gigantes del tumor, tropezamos de
lleno con el problema de los criterios de seleccion. En
aquel momento, no teniamos completamente desarrollada la
técnica esterecldgica, ni se habian procesado las
muestras para tal fin. No disponf{amos del equipo bdsico
para realizar la citofotometr{fa. Siendo insuficiente a
todas luces el criterio del observador y comprendiendo la
dificultad que entrafaba poner a punto una técnica para
evaluar aquellos elementos, optamos por buscar otro
pardmetro  que expresase adecuadamente el ndmero de
células de mayor tamaRo.

Nos habiamos percatado, en el estudio
microscdpico, de que muchas de las células de mayor
tamaio presentaban dos o mds ndcleos, de manera gque
quisimos ver en el caracter "numero de ndcleos", un buén

indice para evaluar estos elementos.
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El parémetrn no resultd todo lo indicativo que
hubiesemos querido en cuanto a la poblacidn de celulas
gigantes, sin embargo, estudiando detalladamente las
células que tenian dos o mds ndcleos, rdpidamente
observamos que eran un componente habitual en el tumor.
~Esto nos sugiréd el -evaluar este elemento c€lular, la
celula binucleada, e intentar averiguar tanto su origen
como el significado de la misma. Ademds, aunque la
bibliografia no era muy pr&ﬁiga en referencias a las
ce€lulas binucleadas en el EAT, encontramos relacionada su
produccidh con circunstgncias tan especiales como la
accidn de macrdfagos activados sobre las células del EAT
(Connolly, 1982). Inmediatamente nos propusimos averiguar
si en el tumor de Ehrlich se produc{an células
binucleadas como resultado del tratamiento con andlogos
de base camo el S-Fluorouracilo, que s{ lo hacfa en otros
tejidos como el meristemo radical de "Vicia faba" (Berger
y Witkus, 1962) vy la medula dsea humana (Brennan et al.,
1960).

Encontramos que dependiendo del daio causado por
la dosis, se observaba un numero de ce€lulas binucleadas
cada vez mayor (Pellicer et al., 1984).

Ahora _ bien, la célula binucleada se produce
espontdneamente en el tumor. Si como resultado del
tratamiento son el S-Fluorouracilo se potenciaba su

[ I 4 . . 4
ndmero, cabria suponer que el mecanismo de produccion de
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aquellas no estaria mas que potenciado con el
tratamienta, con lo que esto supondrfa una pista en su
posible origen. Por lo tanto, decidimos evaluar el namero
de células binucleadas apoydndonos en tres razones
fundamentales:
1.- Ei éaracter morfoidgiéo dé ia binucleacion no permite
la éubjétividéd. dei Aobsefvédbr; ‘yé ‘qﬁe. é14 ﬁdﬁefo.dé
nicleos es un cardcter puramente objetivo.
2.- Podiamos considerar el numeroc de binucleadas como
representativo de la poblacion de mayor tamafo, o un paso
hacia él, ya que muchas de ellas presentaban un tamaRo
superior al resto de los elementos mononucleados.
3.~ Si aumentaba el nimero de binucleadas bajo distintas
condicioines, necesitabamos conocer el patron de
evolucidn esponténea perfectamente, asi como estudiar su
poéible origen en el tumor intratado.

Aprovechando el recuento del IM, se intraodujo un
nuevo apartado juhta a los de profase, metafase, anafase

y telofase: células binucleadas.
4,3.2 Morfolog{a

Como el resto de 1los elementos del tumor, la
célula binucleada presenta un citoplasma basdfilo escaso,

mds intensamente teXido en 1la periferia que en la zona

perinuclear, de aspecto granular.
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La cromatina es densa, hipercromética y repartida
homogéneamente por toda 1a superficie nuclear.

Como se ve, sus caracteristicas no difieren en
absoluto de la célula mononucleada mds abundante en el
tumor, diferencianduse de ella pdr su caracterfstica de
presentar dos nucleos d1spuestos generalmente como un
grano de cafe. Un caracter dist1nt1vo de estos élementos
es la presencia de una estrecha banda citopldsmica clara
que separa ambos nucleos, coincidiendo con el diametro
mayor. |

El cardcter diferencial mas significativo vy
ademds de mas dificil comprensidn es la conexidn que en
algunos casos se ha observado entre los dos nicleos de
estas células. Serfa sencillo relacionarlo con aquellas
mitosis (anafases y telofases) en las que se observaban
algunos cromosomas estirados, dispuestos entre las dos
estrellas hijas. No es prueba suficiente la morfologfa
para relacionar ambos fendmenos, pero entre los posibles
orfgenes, como ya se apuntd en el apartado
correspondiente de 1la introducciéh, estd el de la
division incompleta. En otros casos se ha observado la
presencia de micronicleos junto a dos nicleos grandes de
tamafo semejante; posiblemente sean aquellos el resultado
de los cromosomas retardados que, situados fuera de las
placas en el reparto, quedan separados del conjunto

cromosomico principal ys llegado el momento de la
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reorganizacidn de los cromosomas, sufran un proceso de
reorganizacidn independiente del principal.

Queremos insistir en la conexion de algunas
ndcleos por un fino filamento de cromatina, que les da un
aspecta de células con ndclgo lobulado, semejante a los
nicleos de los leucocitos polinucleares, aunque con

distinta significacidn funcional.

4.3.3 Indice de celulas binucleadas

La celula binucleada es un elemento del EAT que
s encuentra presente desde los primeros dias de
crecimiento en el ratdn. Su nimero aumenta constantemente
durante todo el tiempo de estudio.

Nos hemos preguntado con frecuencia que ocurre
con estas células para que tras el transplante del tumor
en un nuevo ratdn, descienda su proporcién (el ICB)
siendo asi que su nimeroc es alto en el tumor donante, y
de nuevo vuelvar a crecer hasta alcanzar valores
significativos al septimo dia.

Este proceso de disminucidn del ICB se repite con
cada reimplante (las series E1, E2 y E3 son consecutivas
temporalmente) vy, aunque el pase donante contenga un 15%.
de células binucleadas, el pase de estudio presenta en el

primer dia un ICB entre el 3 y 5%. . Este hecho es de una



notable importancia en relacidn a esclarecer el origen de
las CB en el tumor.

Las condiciones del medio se modifican con el
tiempo en la cavidad abdominal del ratadn, por 1la
concentraci&n de metabolitos de desecho {(Lala et al.,
19783 Tong y .Chen,. 1978), la falta de oxigeno (Lazo y
Sols, 1980) y el aporte de ascitis (Rothbart et al.,
1981) entre otras causas. Tras la reinoculacidn, las
células comienzan la divisidn libres de la presidn del
antiguo medio, lo que se manifiesta en que el IM de los
primeros dias es el mds alto. En consecuencia, se produce
un gran numero de nuevos elementos. Aunque la tasa de
produccién de CB fuese constante, la gran produccion de
nuevas celulas har{a disminuir el ICB.

Se comprende facilmente la di sminucidn si, ademas
suponemos un origen mitdsico de la célula binucleada. De
producirse por otra causa (la fusion de celulas por
ejemplo) la variacidn del ICB no mantendria ninguna
relacidn con la produccidn de celulas por mitosis. De
otro modo, considerando la celula binucleada como una
mitosis incompleta o abortada, su presencia estara’
relacionada directamente con la produccidn de mitosis
normales en el tumor.

| Cuando se trata el EAT con S5-Fluorouracilo, el
nimero de CB aumenta. proporciocnalmente a la dosis

empleada de tal manera que es tanto mayor su nimero y se



alcanza mas rapidamente el maximo, cuinto mayor es la
dosis (Pellicer et al., 1984); pero t:.bien depende el
ndmero final de binucleadas obtenidas tr-: el tratamiento
con S-Fluorcuracilo de 1la edad de: tumor tratado
{(Pellicer etra;., 1984).

De acuerdo con esta hipdtesis, 0" "os cultivos "in
Qifré"- iSutou, 19813 Ben-Ze’ev y Raz, 19913 Ghash y
Paweletz, 1984) y algunos tejidos, com- el higado, bajo
diversas circunstancias como lesion o t- icidad, produce
células binucleadas despues de una ariocinesis sin
citocinesis (Digernes vy Bolund, 1979; i asch, 1980; Bohm
y Noltemeyer, 19813 Severin et al., 1984a; Severin et
al., 1984).

Las condiciones de alta =!.:tesis mitdsica o la
presencia de sustancias que retrasan la mitosis,
concurren precisamente en el tumor. La velocidad de
sintesis de ADN es alta en el tumor, 1o que puede llevar
a anomalias en el reparto que acabe en la binucleacidn; a
partir del cuarto dia se produce un importante aporte de
ascitis, acentuandose el ambiente  tumoral arriba
apuntado.

Todas estas consideraciones nos llevan a pensar
en un origen mitdsico de la CB: las mitosis abortadas.

Analizando 1los resultados de las experiencias Sl
y 82, la idea se afianza més, ya que, en ambos casos, el

rango del ICB coincide con el encontrado para esos dias
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en los experimentos a largo plazo. Ademds, en estos
tiempos de estudio tan cortos, el ICB presenta pocas
diferencias de magnitud.

En S1 disminuye el ICB cuando 1o hace el IM,
despues de haberse producido un nldmero de mitosis
importante en la‘huré antériof. En 52, conforme progresa
ia. hifoéis; disminﬁyénﬁo; érécé él nﬁmér6 de‘binﬁcieédgs;
seguramente como consecuencia de las posibles mitosis
abortadas que pasan a binucleadas; el tumor de S2 tiene 35
dias, por 1lo que ni el IMni el ICB presentan grandes
variaciones.

Como se vid en el apartado correspondiente en el
capitulo de resultados, las células binucleadas presentan
un tamafo diverso, encontrandose tanto elementos de
pequeio y mediano tamafio, como cé€lulas binucleadas
mayores que las células mononucleadas mas grandes, lo que
estd en consonancia con la hipdtesis de produccidn
propuesta, al menos para las células de mediano tamafio,
ya que la célula normal del tumor capaz de dividirse
oscila entre esos limites.

Finalmente plantearemos otros hechos que apuntan
en esa direccidn: los filamentos de conexion entre las
nicleos, la formacidn de gemaciones nucleares en algunas
celulas no cldramente binucleadas y los microndcleos. Se
pueden relacionar correspondientemente con las anafases y

telofases con cromosomas estirados, con la presencia de
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anafases con placas de distinto tamafo y con las

metafases con cromosomas no orientados en la placa.
4.3.4 Marcado autorradiografico

Se ha encontrado células binucleadas marcadas
desde la primera hora de toma de muestras, lo que indica
la capacidad de sintesis de ADN de la célula origen de
eéstas, es decir, 16 horas antes, se encontraban en fase
S.

El ndmero de células binucleadas marcadas (CBM)
es reiativamente constante a lo largo del tiempo de
estudio, con una importante salvedad: a las 17 horas de
la administracidn del precursor radicactivo, el ndmero de
binucleadas es menor. Esto supone que se han producido
otras células binucleadas no marcadas, que ocasionan el
descenso del ndmero de las anteriores, lo que, unido a la
constancia del ICBM, nos lleva a pensar en una produccidn
constante vy acumulativa de estas células. Hay que afadir,
con el fin de aclarar este punto, que el ICBM expresa el
porcentaje de CBM frente al total de CB presentes en el
tumor en un momento dado; por lo tanto, la variacidn en
la proporcidh de marcadas y no marcadas refleja 1la
variacidn de la poblacidn de CB y no su proporcidn al
resto de elementos. Por lo tanto, la Unica variacidn del

ICBM se debera al cambio en la proporcidn de éstos.
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Morfoldgicamente, el marcado en las CB se produce
en ambos nlcleos en, aproximadamente, la misma
proporcidn. No se ha encontrade ninguna célula binucleada
que solo tuviese uno de los ndcleos marcados, de tal
manera que dgbemos rdgscartarr otr6 origen que no sea la
formacion de binucleadas por 1la via del ciclo celular.
Efeﬁtivémén£e; .si llé érﬁpéréi&n-de células marcadas y no
marcadas es de 7:3, si se produjesen celulas binucleadas
por fusidn, cabr{a esperar que algunas de ellas,
provinientes de 1la fusidn de células mononucleadas
marcadas y no marcadas, presentasen uno de sus nicleos no
marcado, o al menos, con marcado irregular en ambos, lo
que no se observa en ningdn caso.

Sin embargo, siempre se ha encontrado células
binucleadas en las que el marcado era semejante en ambos
nicleos.

£l hecho de que se mantenga la prnporcidh de CBM
relativamente constante durante todo el tiempo de
estudio, estd de acuerdo con el supuesto de que la
produccidn de estos elementos es pequeia frente al total
de celulas presentes en los primeros dias de
implantaciéh. Esto sugiere, ademds, que las CBM se han
producido todas a la vez tras la aplicacidn de 1la
Timidina o que las CB la han incorporado porque son
células en ciclo y se encontraban en S en el momento de

la administracidn, igualmente que el resto de elementos
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mitdsicos mononucleados del tumor.

Es dificil precisar cual de las dos vias se
produce porque, una vez marcada la célula binucleada, nao
g2 distinguen unas de otras. Pero dos datos distintos
pueden aclarar el origen delrmqr;ado de las CB: 1) Se ha
descrito la viabilidad de las mitosis tripolares que
brbdﬁcén. -cémﬁ | ﬁrﬁdﬁcfo}'del sﬁ -divisiéﬁ,. ﬁné .célﬁlé
binucleada y otra mononucleada (Roberts y Cole, 1970),
aunque la frecuencia de este tipo de mitosis es muy baja
como para explicar el fotal de elementos marcados. 2) Se
ha observado células binucleadas con sus cromosomas
espiralizados, como entrando en profase, lo que indicaria
la viabilidad de esta célula y su pertenencia al
compartimento proliferativo. Ademas, ee caracteristica la
presencia de mitosis de gran tamafo, en las que se
aprecia un elevado nlmero de cromosomas, provinentes de
c€lulas con una dotacidn cromosdmica miltiplo de la modal
del tumor.

Que la mitad de las células binucleadas aparezcan
marcadas 16 horas despues de la administracidn del
precursor marcadoc apunta hacia un origen de la CB en las
mitosis abortadas, ya que de ser su origen la formacion
de heterocariones (Connolly, 1982) o la fusidn de ceélulas
mﬁnonucleadas, darfa como resultado ndcleos con distinto
marcado y, sobre todo, una frecuencia de CBM mucho menor

que la encontrada.
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El marcado de la célula binucleada interesa a
ambos ndcleos, aunque no en todos los casos con la misma
intensidad; las marcas estdn claramente delimitadas en
ambos indicéndo claramente su origen sintético, es decir,
las células binucleadas encqngrgdas tienen todas una

elevada marca desde la primera hora de muestreo.

-104-



4.4 VARIACION EN LOS DIAMETROS Y RELACION N/C

4.4.1 Los didmetros celulares y la N/C como parametros de

crecimiento

El Jdnico fendmeno visible en todo el ciclo
celular es la mitosis, siendo el resto de las tiempas
irreconocibles e indiferenciables bajo el microscopio.
Sin embargo, laos fendmenos de s{ntesis premitdéica que
acontecen en la célula producen en esta el incremento de
tamafio. De todos es conocido el redondeamiento que se
produce en la célula poco antes de entrar en profase;
asimismo, la dupicacién del ADN hace que la celula
incremente el tamafio de su nucleo tanto en masa como en
volumen. Es bor esto que se abordd el estudio de las
variaciones de diametro celular, esperando que se
produjesen diferencias apreciables durante el tiempo de
estudio del EAT tras la aplicacion de 1la timidina
tritiada, y comparar aquellas con los parémetros LI y
IMT, con el fin de determinar un sencillo método de

evaluacidén de 1la actividad sintética, no aobservable
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mor foldgicamente.

Se ha estudiado con anterioridad el tamado
celular en relacidn a la fase de ciclo, lo que ha
abordado por métodos muy diversos como graﬁientes de
densidad en sacarosa (Horakova et al., 1973; Rothbart et
al, 1981; Sungurov -et al, 1983), columnas de Ficoll
(Lepoint, 1975, Lepoint y Goessens, 1982), contadoreé de
particulas capaces de discriminar el didmetro (Peel y
Fletcher, 1949) o con medida directa con un micrémetro
ocular calibrado (Andersson vy Agrell, 1972). En nuestrao
caso se ha sequido el dltimo método apuntado pero, a
diferencia de Andersson, la medida se efectia sobre una
extension de células del tumor, y no sobre gota
pendiente, como en su caso.

El hecho de realizar las medidas de didmetros
sobre frotis parece afadir un factor de error: el
aplastamiento sobre el portaobjetos. Si bien se puede
tratar como inconveniente a la hora de referirnos a
tamakios reales de las células, no lo es en cuanto a la
obtencidn de un pardmetro valido para el cdlculo de la
relacidn N/C vy el estudio de la variacidn del mismo. Aun
asi{, se puede obtener fdcilmente un factor de deformacidn
por extensidn aplicable a los resultados obtenidos.
Ademds, la extensidn de células tumorales no se realiza
aplastando las mismas contra la superficie de 1la

laminilla de vidrio, sino arrastrando una gota de 1iquido
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ascitico tumoral, con lo que las células van quedando
extendidas sobre el portacbjetos, por su propia adesicn
al sustrato. No cabe, pues, hablar de presidn homogenea
en la confeccidn de los frotis, aunque, de todas maneras,
se ha procurado en todo momento realizar las extensiones
~ bajo condiciones semejantes.

El estudio de los tamafos celulares se realiza
mediante un modelo de seguimiento a lo largo del tiempo,
tomando muestras en dias sucesivos, dia tras dia
(Andersson y Agrell, 1972; Sungurov et al., 1983), de
modo discontinuo (Peel vy Fletcher, 1969) o siguiendo un
modelo de toma dnica en un dia determinado (Horakova et
al., 19753 Lepoint, 1975). Nosotros hemos seguido un
procedimiento de muestreo repetido con una hora de
diferencia entre dos puntos consecutivos, con el fin de
comprobar la relacidn a ciclo del tamafo celular, o mas
exactamente, con el fin de sequir la problacidn mitdsica
principal del momento,a través de sus variaciones en los
di dnetros nuclear Y citopléémico y la relacidn N/C.

En cuanto a las diferencias de tamafio esperables
en una celula a lo largo de un ciclo celular, pensamos
que siguen siendo validos los supuestos explicados por
Vives (1984) en relacidn a este mismo problema y que
replantearemos aquf.

La relacion N/C se considera una caracteristica

espec{fica de cada tipo celular. Se habla de ella como
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indicativo de su actividad metabdlica, de su capacidad de
sintesis o duplicacidn, de tal manera que se consideran
células bldsticas aquellas cuya relacidn N/C sea altag
por otra parte, una ceélula de tamafo mediano o grande,
con un ndcleo pequefo (baja relacidén N/C) se la considera
diferenciada, Las células del iEAT_pertenecen al primer
grupo, con elevada relacidn N/C, lo cual se corresponde
con su elevada tasa de mitosis.

Pero una célula que acaba de concluir su divisidn
y otra que esta pronta a iniciarla difieren notablemente
de tamaio: la primera porque aun ha de crecer hasta
alcanzar el tamafo propio de su clase, la otra porque
tras la duplicacidn del ADN y la sintesis preparatoria
para la divisidn, es mayor que las células que no han
comenzado la fase §S. Entre un extremo y otro, se pueden
dar todos los tamafos intermedios, segun el nimero de
células que acaben de concluir la mitosis o las que estén
prontas a comenzarla.

Ya se ha hablado en el apartado 4.2 de DISCUSION
de la sincronizacion de las células, formando
subpoblaciones que acometen 1la mitogsis a la vez,
confirmada tras la aplicacion de un pulso de timidina
tritiada. Asi pues, solo nos quedaria confirmar estos
grupos de células sincronizadas, con el estudio de la
variacion de sus diametros cé€lular, nuclear y la relacion

N/C.
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4.4,2 Diametros

8e ha de distinguir entre el diametro nuclear y
citopldsmico a la'rhpra »dg Vrgferirnos a ellos como
paréhetros de crecimiento, ya que los procesos que se
' ﬁroduﬁeﬁ .eﬁ él.nﬁcieﬁ ﬁufaﬁté él.cicia.célﬁlar ocurren en
momentos distintos a los citoplésmicos. Mientras que el
didmetro nuclear puede madificarse sdlamente durante el
periodo de sintesis de ADN y en los instantes anteriores
al comienzo de la profase, el citoplasma sufre mayores
variaciones de tamafio a lo largo del ciclo celular. Poco
despues de concluir una mitosis, la célula restablece su
tamako caracteristicoj a continuacidn, si entra de nuevo
en ciclo, la sintesis que tiene lugar en Gl produce el
incremento del diéhetro, que continua hacia el final de
G2.

Se ha observado, en todos los casos estudiados
(células marcadas, no marcadas y totales) mayor variacidn
en los diametros citopldsmicos que en los nucleares.
Mientrag que las distribuciones de los diametros
citopldsmicos son a menudo, bimodales, los didmetros
nucleares en ceélulas marcadas y totales son unimodales y
en células no marcadas, con excepcién de las horas 41 y
43, tambien lo son.

Las distribuciones de los didmetros citoplasmicos
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de celulas marcadas y no marcadas, se presentan
complementarias a lo largo del tiempo de estudia, lo que
se ha interpretado como un indicativo de las diferencias
de situacion en el ciclo celular de unas y otras; si
comparamos estos datos. con los cbtenidos para el fndice
- de marcado, comprenderemos de lo que se trata: en la hora
40, el LI es el mas bajo de los encontrados en todo el
tiempo de estudio, lo.que quiere decir que la mayorfa de
las‘ células en mitosis presentes no estaban en sfntesis
de ADN al administrar el precursor radiocactivo. En esa
misma hora, un importante nimero de elementos no marcados
son de pequefo tamado (menores de 12 micras), quizas el
producto de esas divisionesy esto se refleja en las
distribuciones de didmetros en que aparece un elevado
porcentaje de células pequefas que, sumadas a las
marcadas de esa misma hora, hacen que la distribucidn de
c€lulas totales se presente bimodal.

De hecho, las diferencias antes apuntadas para la
hora 40, continuan durante todo el tiempo de
experimentacion, lo que nos ha llevado a analizar por
geparado las distribuciones de didmetro de células
marcadas y no marcadas. En cuanto a la poblacidn total,
debido a que se encuentra muy influida por el elevado
nimero de células marcadas, su estudio se limitard a

destacar las caracter{sticas propias de ellas.
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4.4.2.1 Células marcadas

La secuencia que se desprende de la distribucion
de los didmetros de las células marcadas esta en completo
acuerdo con lo expuesto con anterioridad al hablar de la
poblacién mitdsica. Efectivamente, el hecho de que el 70%
de las células presentes en el tumor entre las 40 y 44
horas de implantacidn del mismo se encuentren marcadas
permite suponer que, al menos dicho porcentaje, se
encuentran activas y en el compartimento mitdsico. El
factor de crecimiento para el segundo dia se ha estimado
entre 0.9 y 1 (Tannock, 1969), 0.99 (Frindel,19469) y 0.95
(Schiffer et al., 1973), lo que nos da un margen del 0%
de c€lulas activas (mitdsicas) pertenecientes al grupo de
las noc marcadas.

El mayor nimeroc de células marcadas presentan
didmetros entre 9 vy 13 micras, apareciendo, a partir de
las 41 horas, un ndmero reducido de células mayores.
Podemos interpretar esta agrupacidn de celulas con moda
11 micras, como la poblacidn principal. Forman un
conjunto heterogéheo en cuanto a la situacidn en el CC se
refiere, y de las que no podemos determinar su estado ni
si son sincrdnicas todas ellas. Sin embargo, en la hora
41 aparece un grupo de células (con valor modal 15
micras) que no estabam presentes en la hora anteriorj

esto se puede interpretar como que dicho grupo ha
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alcanzado este didmetro por encontrarse en G2. En las dos
horas siguientes se reduce de nuevo el nimero de estas
células, posiblemente porque han pasado a mitosis.
Evidentemente se puede hablar de sincronizacidn en este
caso.

Si unimos estos datos a los obtenidos gn_e} LI,
ﬁodeﬁoé | &oﬁclﬁif 4q§e pequeios grupos de células se
encuentran en la misma fgse del CC, sincronizadas,
detectables por sus caracter{sticas morfométricas Yy €U

marcado autorradiogrdfico.
4.4.2.2 Células no marcadas

En este caso, se observan mayores evidencias de
la existencia de poblaciones sincronicas en el tumor y de
la elevada tasa de crecimiento del mismo. La distribucidn
comienza siendo bimodal en la hora 40, con un porcentaje
elevado de células de 12 micras. Una hora mas tarde casi
ha desaparecido el primer mdximo, siendo la moda 14
micras. Las células que acababan de concluir la mitosis
han restablecido su tamaﬁq caracter{stico. En la hora 43
la distribucidn wvuelve a ser bimodal, es decir, se han
producido nuevas mitosis con incremento de las células
menores de 12 micras. Es evidente que se trata de dos
.grupos de mitosis distintos ya que, en tan solo 3 horas,

no se ha podido producir un ciclo completo; esto supone
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que Qe trata de dos grupos de células no marcadas
importantes en ndmero, en un estado de CC proximo y que
serian los responsables de las variaciones de diametros.
Gue las células no marcadas presenten mayor
variacion que las marcadas no ha de extrafarnos por dos
~motivos: son minoritarias en el tumor con lo que su
heterogeneidad es mds acusada, de por si corresponde a un
grupo caracter{stico ya que la ausencia de marcas denota
que no se encontraban en S, o 1o que es lo misﬁo, que su
ndmero debia repartirse entre las que se encontraban en
G1 y G2. Hemos tenido 1la fortuna de encontrar un alto
porcentaje de células que habfan concluido la mitosis en

el momento de efectuar la primera muestra.
4.4,3 RELACION N/C

La determinacion de la relacidn N/C que se ha
seguido no tiene en cuenta el tamafo absoluto de las
células ya que, al tratarse de un cociente, dos elementos
de diferente tamafo pueden presentar la misma relacidn
N/C. Se trata, por lo tanto de una medida de coordinacidn
entre la masa total y la nuclear. Con el fin de ayudar a
la compresidn de este paréhetro, se ha confeccionado una
serie de histogramas de doble entrada (tridimensionales)
en los que se representan, en el eje OX, diimetros

citoplésmicos, en eje OY, diametros nucleares ys en el
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eje 0Z, la frecuencia relativa para cada par de puntos.

Es muy significativo que, excepto en la hora 30,
la- clase 0.8, que es el punto tangente de las
distribuciones de las células marcadas, corresponda a la
moda de las distribuciones de las células no marcadas.

Se» ﬁuédé Vcﬁngeéuirr ﬁn‘-Qalbr de N/Crmediante el
| éociénfe‘ devdistinfoé fahaﬁoé devndcied 9 éifoplésda; ﬁof
lo que a la hora de referirnos a las diferencias
encontradas entre células marcadas y no marcadas en este
pardmetro, debemos recurrir al estudio de la distribucidn
de didmetros nucleargs frente a los citoplé%micos. Se
observa que dicha representacién en células marcadas
tiende a acercarse a los valores menores hasta las 43
horas, encontrdndose la mayoria de las células ocupando
el vértice inferior izquierdo de la representacidnj lo
que significa que las células son cada vez mds pequeRas y
de nicleo menor.

Por el .contrario en la representacién
tfidimensional de los didmetros en células no marcadas,
con excepcion de las 41 horas, se encuentran la mayorfa
de elementos en la porcidn central de la gridfica; se
trata pues de un grupo de células que no sufren grandes
variaciones en sus diametros. El importante grupo de
células pequeXas de las 40 horas disminuye de tal manera
que casi ha desaparecido en la hora 42; =i se trataba de

células que habfan concluido recientemente la mitosis, en
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tan sélo una hora han alcanzado el tamaio critico de la
poblacidn. Esto explica que sdlamente la hora 40 presente
una distribucion bimodal para N/C, ya que el resto del
tiempo de experimentacidn la mayoria de los elementos no
modifica sustan;ialmentg sus tamafos nuclear vy
citopldsmico.

- beﬁiaov é lqﬁe‘ son llgs células marcadas las que
sufren mayores variaciones de tamafo, 1o que equivale a
decir que son mas activas desde el punto de vista del
ciclo celular, y que siempre se encuentra entre ellas
tanto células que han concluido la mitosis como en G2 o
en las otras fases, es por lo que su distribucidn de N/C

es mids heterogenea.
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4.5 MORFOLOGIA

4.5.1 Ceélulas en mitosis

La interpretacidn de algunas de las figuras
mitdsicas que se observan en el tumor supone un verdadero
reto, ya que, aunque la mayoria de ellas son normales
morfoldgicamente hablando, unos pocos casos se salen de
toda norma y entran de lleno en el terreno de la
patolog{a celular. Asi pues, cremos haber sido cautos en
cuanto a la interpretacidn que a ellas se les da.

Se ha observado que el didmetro de las mitosis es
heterogéneo, encontrdndose algunas de gran tamaio. Prueba
de ello son las figuras 56 y 57, en la que se ha podido
fotografiar dos células en metafase y dos en principio de
telofase, casi en el mismo estadio, y cuya diferencia de
tamafio es muy evidente. La significacidn de esta imagen
es clarar las células de mayor tamafio son mitdsicamente
activas, capaces de dividirse y por lo tanto responsables
del mantenimiento de la heterogeneidad del ndmero de

cromosomas en el tumor. Aunque se puedan perder
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cromosomas en el curso de un reparto mitosico o
incrementar- el ndmero de los mismos como consecuencia de
rupturas o modificar su ndmero, aunque no la masa total
de ADN por fusidon de algunos de ellos, las nuevas
estirpes celulares son viables y llegan al reparto como
las celulas pequefas de la poblacidn principal del tumor.
Ademds, la presencia de células en mitosis con un ndmero
de cromosomas elevado, podria sugerir que se ha llegado a
esta situacidn por una redupli:aciéh sin reparto o por
una cariocinesis sin citocinesis (binucleadas) que
pueden, posteriormente, emprender el reparto, pero ya con
una dotacidn cromosdmica supernumeraria.

Las metafases con placas incompletas o con
cromosomas no arientados pueden interpretrarse como
metafases  tempranas. Ahora bien, cierto nldmero de
anafases presentan cromosomas no orientados todavia, es
decir, se ha observado cromosomas no dispuestos en las
placas hijas en anafase. Hablamos de ellas como
cromosomas retardados, cromosomas que no se llegaron a
orientar ren metafase o que no formaron a tiempo sus
filamentos de traccidn. Se ha relacionado este fenomeno
con la presencia de micronicleos en algunas celulas
mononucleadas, en las que la masa principal de su ADN
acupa un sdla ndcleo, con su micronicleoc completamente
separado del principal. No se trata pues de polimorfismo

nuclear sino de cromosomas retardados que quedaron en una
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de las células hijas tras la telofase.

También en anafase y telofase se ha observado
como algunas cromosomas quedan estirados, conectando las
dos estrellas hijas. Seria tentador ver sn esta fendmeno
el origen de la célula binucleada, ya que con frecuencia
estas quedan conectadas por finos filamentos de
Erbmétiné.‘ ‘Pérﬁ | ﬁafa‘ dué Asf ‘fﬁege. ée‘ deﬁerié .dé
producir, ademds de los cromosomas estirados, un fendmeno
de no citocinesis y en muchos casos se ha visto como las
telofases han roto el cromosoma estirado, que se presenta
obeservable en una o las dos células hijas. Podria ser
que fuese causa indispensable el cromosoma estirado para
producir unan célula binucleda, pero no la dnica.

En cuanto al marcado autorradiografico de las
celulas en mitosis, se han observado tanto marcadas como
no marcadas, en todas las fases. El marcado es desigual
en las mitosis observadas lo que significa que das
células en mitosis, una marcada y otra no marcada o con
pocas marcas se encotraba en el momento de la
administracion en el periodo S, la segunda a punto de
concluirlo. Si han 1llegado a mitosis a la vez significa
que la duracidn del CC de cada una es distinta: un ciclo
es mas largo que el otro. Se trata de una evidencia clara
de que coexisten en el tumor subpoblaciones .con CC de
distinta duracidn y que el IM medido en ese punto es el

resultado de las sumas de las mitosis de cada poblacicn.
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Se a \visto, ademéé, mitosis marcadas y no
marcadas en la misma fase, dando a entender que cuando se
administro el precursor radioactive unas se encontraban
en § y otras no3 no sabemas si la mitosis marcada se
encontraba en GiI o en G2, pero queda claro una vez nds
que se trata de dos células con distinta duracion en su

ciclo celular.

4,5.2 Células binucleadas

La presencia de finos puentes de cromatina
conectando ambos nucleos es, quizd, el caracter
morfoldgico mas peculiar de algunas de estas celulas. No
s ha observado dicho filamento en todos los casos,
aunque es posible gque haya pasado desapercibido en alguna
ocasion por estar en los limites de resolucidn del
microscopio. Se le ha dado el origen de los cromosoms
estirados, ya que el aspecto que presenta la celulas
binucleada es de haberse producido tras una cariocinesis
abortada o incompleta.

La tecnica autorradiogré?ica demostro que estas
células se encontraban marcadas en ambos nucleos, con un
marcado semejante. Hemos de suponer por lo tanto que son
cdlulas mitdsicas que han llegado a binucleadas tras

pasar por el periodo S.
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4.5.3 Células mononucleadas

Aunque la frecuencia de aparicidh de las células
vacuoladas es baja, 1lama poderosamente la atencidn que
el tamafo de éstas no es necesariamente grande en todos
los casos, habién&oge. observado celulas vacuoladas del
}téméﬁd hedib de>lé bobléciéﬁ brinﬁibai.de ﬁéé de#técabie
de todas ellas es la gran vacuola central que deja al
nicleo desplazado a un extremo, adoptando la forma de un
birrete. No se ha precisado su origen, habiendo sido
descritas por 1la Patologia como elementos terminales del
tumor, células viejas o degeneradas. Sin embargo, buen
nimero de ellas se ha encontrado marcadas tras 1la
aplicacién de un pulso de timidina tritiada, 1lo que
manifiesta que dichos elementos o bien han producido la
vacuola despues de pasar por sintesis de ADN (pudiendo
geguir considerdndolas como terminales) o bien han
incorporado el precursor siendo vya vacuoladaﬁ {(por lo
tanto células activas). En unas pocas ocasiones se ha
podido abservar células vacuoladas que parecen
encontrarse en mitosis, aunque dichas imdgenes sean
discutibles. De ser células con capacidad mitésica, se
podria tratar de elementos que, digamos, han entrado en
diferenciacidn. No olvidemos que el tumor tiene un origen
epitelial, de gldndula mamaria y bien podria tratarse de

células que, bajo precisas circunstancias, han vuelto a
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sintetizar y almacenar productos para la exportacidn. La
demostracidn de esta afirmacidn debe venir por otra via
que es la deteccidn histoquimica de algdn componente
espec{fico de 1la leche del ratdn, o por el estudio y la
cuantificacion de las células vacuoladas tras el
tratamientb del tumor cén ﬁofmonas estimulantes de la
éeéréciéﬁ .lscfiéa' y Aei ésfuﬁib vdél‘ ﬁiémb »eﬁ haéhés;
hembras jdvenes y hembras en estado de gravidez vy

lactancia.
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CONCLUSIONES



1.-

2.~

3.-

7.-

Siguiendo los protocolos propuestos por Vives (1984): Se
ha confirmado la entrada masiva de liquido ascitico
despues del tercer dia, asi como la diferencia entre los
valores de la madana y la tarde para los parametros Peso
de los animales portadores, Peso del tumor e Indice
Mitosico asi como para el Indice de Celulas Binucleadas.

Se ha propuestc un modelo teorico computarizado de
crecimiento y division del tumor ascitico de Erhlich, en
base a la presencia de subpoblaciones en el mismo desde
el punto de vista cromosomico (Fomina et al. 1978), a la
sincronizacion que se produce tras el implante (Wiebel y
Baserga, 1968), al acortamiento de los ciclos celulares
en cada reinoculacion del tumor (Lala 1972) y al
paulatino alargamiento con la edad del cultive (Tannock,
1969; Frindel et al., 1969). Dicho modelo teorico explica
la fluctuacion de maximos y minimos encontrda
experimentalmente en el Indice Mitosico.

La curva del IM viene modulada por el ritmo divisional
del tumor de tal manera que el tipo de modelo de toma de
muestras es fundamental & la hora . de determinar las
variaciones reales que aquel sufre.

En caso de producirse 1la sincronizacion de los ciclos
celulares tras el implante del tumor en un npuevo
portador, esta solo afecta a la primera generacion, ya
que a las 40 horas ya se ha producido un desfase de ellos
tal que en esa hora y las siguientes se han observado al
menos tres grupos de celulas que entran en mitosis
consecutivamente, manteniendo el IM alto, y separables
dichos grupos por su marcado autorradiografico.

Los maximos que se producen en el IM alternando con
valores menores indican 1la presencia de las poblaciones
arriba - mencionadas asi como la existencia de un nivel de
mitosis pertenecientes a celulas completamente
asincronicas. En todo momento existen celulas con
duracion de ciclo celular diferente, como lo demuestra el
hecho de que coexistan mitosis marcadas y no marcadas en
todos los puntos en que se han tomado muestras

Las celulas de mayor tamafio tambien son celulas
mitosicamente activas, como lo demuestra la presencia de
divisiones en estos elementos.

Se apunta un posible origen de la celula binucleada:
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resultado de mitosis abortadas o incompletas. Se
relacionan los puentes de cromatina que conectan los
nucleos de estas celulas con los cromosomas “"estirados®
observados en anafase y telofase.

8.- La celula binucleada se produce y se acumula en el tumor,
produciendose un incremento de estas durante todo el
tiempo de estudioc.” Aunque no son un buen indice de las
celulas de mayor tamafo, sino que se consideran un tipo
celular .caracteristico del  tumor, son un buen indice de
la edad del cultivo.

9.- En el segundo dia de crecimiento del tumor la casi
totalidad de las celulas son activas mitosicamente. El
707 de las celulas incorporan timidina tritiada; el resto
de las celulas aunque no se encontraban en sintesis en el
momento de la administracion del precursor, si producen
mitosis en numero suficientemente elevado como para
modificar el Indice Mitosico.

10.- La relacion N/C de las celulas del tumor ascitico de
Ehrlich nunca es inferior a 0.6 .

11.- Se ha encontrado una diferencia morfometrica entre las
celulas marcadas y no marcadas: su relacion N/C. Ademas
de 1la situacion de marcadas y no marcadas, estas ultimas
se presentan agrupadas alrededor de una relacion N/C de
0.8, precisamente una relacion que presenta muy pocos
elementos marcados, ya gue estos se distribuyen en forma
bimodal con valores modales de 0.73 vy 0.85
respectivamente. '

12.- La celula vacuolada aparece marcada al aplicar la
timidina tritiada, lo que significa que era una celula
activa en el momento de la administracion del precursor.
No se ha podido,precisar si la vacuolizacion es anterior
o posterior al marcado.
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FIGURA 56:
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FIGURA 57: a) Telo-fase grande y pequefia (>:1500)
b) Meta-fase con cromosomas no orientados
(>12400)
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FIGURA 58: a) Telo-fase marcada y no marcada <x15G0)
b) Tripolar no marcada (x1S0O0)
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FIGURA 59: a) Células marcadas y no marcadas. (x2400)
b) Pro-fase marcada (x1500)
c) Pro-fase marcada y ana-fase no marcada

(x1500)

-168-



FIGURA
(x1500)

60:

> a
&%\ <
° r)
«=
o

N .# \

>0 f

3*

a y b) Meta-fases marcadas vista ecuatorial

cyd

Metafases marcadas vista polar (x1500)



®'lf\ l_bk,.7/\c\

»

FIGURA 61:

'41
aM o <kit

a y b) Ana-Fases marcadas (x1S00)

)

Telo-Fase marcada y no marcada (x1500)



FIGURA 62% a) Marcado. Aspecto general (x2400)
b y ¢ Células de gran tamafio marcadas <x1500)
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FIGURA 63: a y b) Células vacuoladas (>:1500)
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FIGURA 64: a, b y ¢ Células vacuoladas marcadas (x1500)
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FIGURA 65: a, b, cy d Células binucleadas de distinta
tamafia (x1500)
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FIGURA 66: a) Binucleada con -filamento de conexidn
ix2000>
b) Telo-fase con -filamento de conexidn (x2000)
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FIGURA 67: a, b ye) Células binucleadas marcadas y no
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FIGURA 68: Distintos tipos de células binucleadas vy
marcado. (x1500)
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FIGURA 69: Micronucleos en células marcadas. a) (x1500).
b) (x2400)
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5 dias

FIGURA 70: a) 24 curvas sin ponderacidn.

b) Con ponderacién de la curva de 18 horas,
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FIGURA 71; a) Toma de muestras cada 24 horas,

Ponderacidn.

b) Idem sin ponderacién.
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Dia
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Duracidén del

Ciclo celular

18
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18-38

17
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16 0.
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TABLA II.

DIA P.
1 25
°© 26
o 27.
4 29.
5 29
6 30.

.6

.9

DATOS EXPERIMENTO El

RATON (*) P.TUMOR (JO
+ 1.3 0.4 +0.1
t+ 1.8 0.6 + 0.1

7+ 1.1 0.8 *0.2

1 +0.9 2.0 + 0.9
+ 0.8 3.6 + 0.4

5+ 2.0 4.1+ 0.5

# en gramos.

# en no.

células x 2000/mm3

& en tantos por mil

DENSIDAD (#)

145.0 +

191.2 +

183.6 *

211.0 +

119.0 +

117.6 +
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10.1

15.0

10.4

13.8

12.2

11.3

IMK&)
22.5 +
11.5 +
15.3 +
16.8 *
24.8 +

19.0 +

1.

0.

1.5

1.

1.

0.

9

1

7

7

12.

19.



TABLA III.

DIA/H P
1 25.
1/6 24.
2 25.
2/6 25.
3 27.
3/6 26.
4 27.
4/6 27.
5 28.
5/6 28.
6 29.

DATOS EXPERIMENTO E2

6 + ol

# en gramos.
células x 2000/mm3

# en no.

& en tantos por mil

.RATON (*>

S

.1

7

DENSIDAD (#)

103.6 + 10.3
101.0 9.0
114.4 10.3
143.0 11.2
169.8 10.2
175.8 8.5
136.0 12.1
131.6 11.2
137.6 10.7
131.2 10.2
115.0 9.0
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30.

30.

31.

18.

28.

19.

18.

21.

21.

l6.

16.

IM<E>

9

+

ICB (&)

.6 + 0.4



TABLA IV. DATOS EXPERIMENTO E3

DIA/H P.RATON (*) P.TUMOR<*> DENSIDAD (#) M &) ICB <§)

1 25.7 + 1.0 0.1 + 0.1 92.0 + 5.1 57.7 + 2.1 4.6 + 0.1
1/6 25.1 + 0.9 0.1 + 0.1 104.7 + 6.2 36.3 + 0.8 5.6 + 0.8
2 25.6 + 0.4 0.5 + 0.1 146.4 + 10.4 38.5 + 1.0 0.5 + 0.5
2/6 24.9 + 0.6 0.5 + 0.1 170.1 + 11.2 31.0 + 1.2 3.5 + 0.7
3 26.8 + 0.6 0.6 + 0.1 182.3 + 11.2 26.5 + 1.2 4.0 + 0.9
3/6 26.2 + 0.8 0.8 + 0.2 198.4 + 10.5 16.5 + 0.5 6.0 + 0.6
4 28.0 + 1.1 0.8 +0.1 207.7 t+ 12.4 35.0 + 2.1 8.5 + 0.4
4/6 28.0 + 0.5 1.2 + 0.2 127.2 + 9.4 26.0 + 1.5 7.0 + 0.4
5 29.3 + 0.6 3.5 + 0.2 143.5 + 10.1 16.5 + 0.7 7.5 + 0.9
5/6 28.2 1t 0.8 3.8 ¥+ 0.3 154.4 + 11.7 25.0 + 1.0 10.0 + 0.2
6 29.3 + 1.2 4.3 + 0.2 90.2 *+ 8.2 20.0 + 0.7 11.5 + 0.4
6/6 28.4 + 0.8 4.4 + 0.1 51.0 + 2.2 24.3 + 0.5 10.5 + 1.1
7 31.3 + 0.6 5.4 + 0.3 95.6 *+ 6.4 18.5 % 0.8 15.0 + 0.7

# en gramos.
# en no. células > 2000/mm3
X en tantos por mil
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TABLA V. DATOS EXPERIMENTO SI

HORA P.RATON (*> P.TUMOR (*) DENSIDAD (#) IM(&) ICB (&)
40 25.7 + 1.2 0.2 + 0.1 165.3 + 9.2 50.3 + 1.5 4.3 + 0.5
41 25.8 + 0.7 0.2 + 0.. 94.92 +8.8 50.0 +2.5 5.6 + 0.7
42 25.5 + 1. 0.7 g &1 70.92 +6.6 34.5 +1.0 3.0 + 0.4
43 26.2 + 1.3 0.4 £ O.8 75.24 +5.8 45.0 + 1.7 2.0 + 0.3
44 25.0 + 0.9 0.5 +.. 1 110.6 + 8.2 37.0 + 2.1 3.0 + 0.4

# en gramos.
# en no. células x 2000/mm3
& en tantos por mil
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TABLA VI

MIN.

15

30

45

60

75

P.RATON (*)

32.4 + 0.5

30.5 +

29.2 +

25.8 +

31.1 +

# en gramos.

# en no.

células x 20G0/mm3
& en tantos por mil

0.

9

1.0

0.

0.

5

9

P. TUMOR (#)

DATOS EXPERIMENTO S2

2.4 + 0.3

1.7

2.9

2.7

1.9

_I_

0.

0.

0.

0.

4

4

5

6

DENSIDAD (#)

156.5 + 11.4

248.0

177.2

132.5

226.0
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_I_

_I_

+

+

15.5

10.7

10.2

14.1

36.

33.

32.

21.

IM(&)

.0

0

_I_

0.4

1.2

1.1

0.9

1.5

ICB(S<)
4.0 + 0.2
3.0 0.5
4.0 0.4
8.0 0.5

10.0 0.8



TABLA VII. RELACION N/C. 40 HORAS

CLASE MARCADAS NO MARCADAS TOTALES
0.60 0.0 0.0 0.0
0.65 0.0 0.0 0.0
0.70 6.2 4.8 5.8
0.75 18.7 28.6 21.7
0.80 14.6 14.3 14.5
0.85 39.6 42.8 40.6
0.90 10.4 9.5 10.1



TABLA VIII. RELACION N/C. 41 HORAS

CLASE MARCADAS NO MARCADAS TOTALES
0.60 0.9 2.1 1.3
0.65 7.4 2.1 5.8
0.70 25.0 14.6 21.8
0.75 24.1 29.2 25.6
0.80 6.5 31.2 14.1
0.85 25.0 16.7 22.4
0.90 6.5 4.2 5.8
0.95 4.6 0.0 3.2
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TABLA IX. RELACION N/C. 42 HORAS

CLASE MARCADAS NO MARCADAS TOTALES (7.
0.60 0.8 2.0 1.1
0.65 3.2 4.0 3.4
0.70 16.0 20.0 17.1
0.75 31.2 20.0 28.0
0.80 4.0 26.0 10.3
0.85 33.6 26.0 31.4
0.90 10.4 0.0 7.4
0.95 0.8 2.0 1.1
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TABLA X. RELACION N/C. 43 HORAS

CLASE MARCADAS NO MARCADAS TOTALES
0.60 1.6 0.0 1.3
0.65 5.5 4.8 5.2
0.70 19.5 8.0 17.6
0.75 28.1 24.0 27.4
0.80 6.2 32.0 10.4
0.85 31.2 20.0 29.4
0.90 5.5 8.0 5.9
0.95 2.3 4.0 2.6
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TABLA XI. RELACION N/C. 44 HORAS

CLASE MARCADAS NO MARCADAS TOTALES (7.)
0.60 0.0 0.0 0.0
0.65 2.0 4.9 2.6
0.70 12.6 12.2 12.5
0.75 25.3 29.3 26.6
0.80 20.5 34.1 23.4
0.85 36.4 17.1 32.3
0.90 0.6 0.0 0.5
0.95 2.0 2.4 2.1
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Reunido ei Tribuna! que suscribe, en el dia de la fecha,

acordd otoagar, por unanimidad, a esta Tesis doctoral de

ia calificacién de r/m\j  "CIyi
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