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EFECTO DEL DIMETIL ~ SULFOXIDO EN MACROFAGOS CULTIVADOS.

RECUPERACION DE 1A ACTIVIDAD CELULAR OBSERVADA EN CORTO

TIEMPO.

INTRODUCCION.~ En los Gltimos afios, la Biologfa Celular y el
cultivo de tejidos han abierto un nuevo y amplio campo a la investi
gacién al desarrollar procedimientos que permiten la preservacién -
de cultivos celulares por tiempe indefinido, a baja temperatura - -
(3), sin que las células sufran lesiones irreversibles. La aplica--
cién de técnicas de preservacién, de congelacién y de descongela——-
clién de materiales biol6gicos ha llevado a los investigadores a in-
tegrar esta nueva rama de la Biologia que es la Criobilologia.

Desde que el manejo de cultivos celulares fue en un recurso-
de uso rutinario en ﬁuchos laboratorios, de aplicacién en muy diver
sas ramas de la Biologia o de la medicina se presenté el problema -
de conservar material celular por perifiodos de tiempo relativamente-
largos.

Aunque ésto puede lograrse en algunos casos por el simple --
procedimiento de cambios frecuentes de medio nutritivo y, en algu--
nos casos, también por medio de subcultivos que permiten renovar la
poblacién celular, todo ello implica un esfuerzo considerable, gasf
to contfinuo de soluciones y medios y, lo mis importante: "no garan-
tiza en forma alguna la supervivencia del material biolégico®, (31)

(35).



La preservacibén de cé&lulas a temperaturas muy bajas permite-
contar con éstas células en condiciones de viabilidad por largo —-—-
tliempo; aunque no es posible anticiparse a los hechos, pero los re-
sultados obtenidos con células sometidas a estos procesogs desde ha-
ce 1O afios, hacen poco aventurado el afirmar que en muchos casos 1la
supervivencia puede considerarse definida.

Saltan a la vista varias ventajas derivadas de la posibili--~
dad de presecervar células en tales condiciohes:

a) Homogeneidad de la poblacién celular preservada.

b) Conservacidbn de las caracteristicas bioldgicas fundamehtg

les del material celular.

c) Digsponibilidad inmediata de material que se ajuste a lo -

indicado en a y en b.

d) Disponibilidad ilimitada, puesto que es posible congelar-

al mismo tiempo todo el material celular, que se desee.

é) Posibilidad de proporcionar células de éaracteristicas -

may bien conocidas, a un determinado nivel de manipula—-~-
cién "in vitro", a cualguier laboratorio.

£) Posibilidad de estudiar extensamente una poblacién celu--

lar homogénea, a partir de condiciones experimentales se-
mejantes en cada experimento.

La Criobiologfia enfoca, desde puntos de vista muy especifi~-
cos, todos y cada unc de los fFenémenos qgue ocurren en el interior -

de la célula al modificarse las condiciones del medio externo e in-

terno, con el objeto de conocer los mecanismos que intervienen para



“alterar la actividad celular durante los procesos de criopreserva~'

cibn, congclacién y descongelaci6én. (12) y (é3).

Criopreservacién.- Durante la década de 1940 a 1950 se rea-
lizaron los primecros experimentos sobre congelacién celular, en --
ctlulas tales como espermatozoides, hongos, bacterias, levaduras ¥
otras. Sometidas a temperaturas un Poco superiores a 0°C esgas célu
las persistian viables por algtn tiempo. (4) (13) (20) . (32).

Sin cmbargo, al disminuir la temperatura también disminuia~
la viabilidad celular, por lo cual se considerd entonces que seria
imposible la conservacién de material biolégico a temperaturas de-
congelacidn, debido a que las células sometidas a esas condiciones
sufren lesiones irreversibles ocasionadas por cambios que ocurren-—
durante procesos de congelacién y de descongelacidn.

Puecden menciqnarse varios mecanismos que producen lesién ce
lular:

a) La formacién de cristales de hielo intraceluldres y ex--

tracelulares, alrededor de la membrana (7) (25).

b) La desnaturalizacién de gran cantidad de compuestos prg
teinicos celulares a consecuencia del aumento en la con
centracién de electrolitos en el interior de la célula-
lo cual también modifica la estructura secundaria y =--
terciaria de compuestos protefnicos y moviliza 1lipidos-
de la membrana celular, (15) (24)

c) La suspensi®én de reacciones bioquimicas que se llevan a

cabo a una Lemperatura determinada y gue son inhibildasg-~



gl descender 6ésta. (5)7(16)
7 d) La suspensi6én de reacciones catalizadag por enzimas que -
son inactivadas o inhibidas a baja temperatura. (26) (37)
La lesitn celular producida por la formacién de cristales de

hielo, se realiza tanto en &reas celulares intracitoplismicas como-

al nivel de la membrana.

Cuando los cristales son intracelulares, el aumento en vold-
men del agua intracitopléasmica causa ruptugas en los sistemas membra
nosos que forman los organelos celulares como el aparato de Golgi, -
el reticulo endoplismico, las mitocondrias, ete. (36) (38), trayen-
do como consccuencia una alteracidédn grave de la fisiologia celular.
También debido a la ruptura de la membrana celular la permiabilidad
de ésta es alterada notablemente y se produce un marcado desegquili-
brio iénico; con ello aumenta la concentracibén de solutos en el in-
terior de la célula y ocurre entonces la desnaturalizacidn de impor
tantes compuestos celulares asi como desequilibrios metabdlicos que
provocan finalmente la muerte de la célula. (17) (22).

Estas observaciones llevaron a los investigadores a la bGs-~
cmeda de alguna substancia cuyas caracteristicas quimicas ayudaréan-
a impedir la formaciébn de los cristales, es decir, a impedir que el
agua celular y extracelular cambiara de la fase liquida a la fase -
s6lida mediante ﬁn rearreglo en su estructura molecular gque la ha--
cia cambiar de volﬁmén cuando la temperatura descendia notablemente.

En 1949 C. Polge y Smith (28), haciendo uso de algunos com--

puestos como el Glicerol, observaron que algunos tipos celulares --



_podidn sobrevivir después de ser sometidos a temperaturas. bhajo ce-
ro. En base a éstos experimentos fué realiz&éa una serie de traba--
.Jos en los que el agente quimico protector usado por Polge y Smith-
sirvi6 para conservar viables a baja temperatura, células de diver-
sos tipos como: Cé&lulas de mé&dula 6sea, eritrocitos, espermatocitos
de "cuy", espermatozoides humanos, células de la piel, de cbrnea, -
amibas, bacterias, hongos y levaduras. |

La efectividad del Glicerol como un agente crioprotector se-
relaciona con la propiedad que tiene para penetrar fécilmente a tra
vés de la membrana celular, y de captar a las moléculas de agua ci-
toplasmica combilnfndose con ellas en proporcidn de tres a uno por -
medio de puentes de Hidrbgeno, evitando asi que el agua se congéle~
por efecto de la baja temperatura. En esencia, el glicerol actfia --
por estas propiedadeg coligativas como si fuese un amortiguador., --
(10) (18) (28) (34).

Ademds del glicerol, existen otros compueséos cuyag caracte-
risticas quimicas les confieren cierto valor como crioprotectores.-

(Tabla #1).



TABLA # L,,W

COMPUESTO QUIMICO ' EFICIENCIA COMO CRIOQFROTECTOR
DIMETIL - SULFOXIDO DEBIDO A SU ALTO PUNTO DE EBU-
ETILEN GLICOL ' LLICION.

DIETILEN GLICOL OFRECEN IA MEJOR PROTECCION
GLICEROL CONTRA LA CONGELACION. (14)

PIRIDINA~ N-OXI1DO

EXAMETILENO - TETRAMINA

ACETAMIDA

DIMETIL ACETAMIDA

FORAMIDA

DIMETIL FORAMIDA

MONOACETINA OFRECEN UNA PROTECCION MUCHO ME~
D -~ MANOSA NOR CONTRA LA LESION FRODUCIDA -~
D - RIBOSA : POR 1A CO&GELACION.

GLUCOSA

D - MANITOL

SORBITOL

INOSITOL

POLIVINII, PIRROLIDONA (PVP)} LA PROTECCION QUE OFRECEN A AIGUNOS

SUERO TIPOS DE CELULAS ES MINIMA.




””“f"ﬂfbbjéﬁd.- Conociendo la importanciarque tienen péra la Biolo~
g;a Celular todos los mecanismos de criopresérvacién, nos Propone--—
" mos en éste trabajo estudiar algunos de los mecanismos por los cua-
ies los agentes protectores conservan a las células en condiciones—
“de viabillidad, después de haber sido sometidas a procesos de conge-
lacién y de descongelaéién, utilizando para ello uno de los mejores
agentes quimicos protectores contra la lesién celular, que es el -—-
Dimetil sulféxido, usado en los dltimos aﬁés por diversos investiga

dores para la conservacién de diversos tilpos celulares. (19) (2) ~-

(1) (27).

EL DIMETIL SULFOXIDO (DMSO).

El DMSO es un compuesto ¢uimico altamente polar, miscible en
agua; es un liguido org&nico higroscdpico, oloroso, cristalino y en
concentraciones altas es un tanto t6xico en sistemas biolégicos.

Es un poderoso solvente que podria disolver algunos hidro---
carburos aromiticos no saturados como el bencenc, asi como compues-
tos orgAnicos nitrogenados, compuestos sulfGricos y muchas sales ~-
inorgénicas.

Es miscible en algunos de los solventes org&nicos comunes <g
mo el alcohol, cetonas, éter y solventes clorados arométicos. A tem
peraturas cercanas a su punto de ebullicibn (189°C), el DMSO es es-
table sé&lo en condiciones alcalinas o neutras; el grado de descompg
sicién ests en relacibén con el tiempo y la temperatura, Yy puede sex

acelerado por la adici6én de &cidos, y retardado por la de bases. -~

P
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Su moléoula esté formadarpor un &tomo central de azufre unido por-
medio de una doble ligadura, a un atomo de éxigeno que preéenta ~
una marcada electronegatividad, lo cual le confiere la propiedad -
de ser un aceptor de hidrégeno. Las valencias restantes del &tomo-
de azufre estan ocupadas por dos grupos metilo,

segin se observa -
en la siguiente férmula.



ILAS PROPIEDADES FISICAS DEI, DIMETIL SULFOXIDO

TABIA {# 2

PESO MOLECULAR

ST e et e tiseetas e iaentsnannsas TBLL3

PUNTO DE EBULLICION A 760 mm de Hg./...v0000... 1B9°C {372°F),

PUNTO DE FUSION...eutrunvireniannnsniossinassees 18.550¢ (65.4°F).

DENSIDAD ESPECIFICA A 20°C (68°F) svei. 1.1014 g/om3

INDICE DE REFRACCION...,......} srees 1,4786

VISCOSIDAD A 25°C (77°F)i..... ve. 1,98 C. P.8.

CALOR ESPECIFICO A:
29.4°C ... iiueiin ;;... 0.47 # 0.025cal/g/°d

96.,0°C ...... 40" “ive. 0,48 + 0,02 v n

149.oﬁc .;..;;.,;? ‘iee 6.52 4+ 0,03 " w u

CALOR DE VAPORIZACION A 70°C....:.ie.ieuasassa. 260 BTU/lb; y 11,3
. : K.Cal/Mol,

CALOR DE SOLUCION A 20°c........;:1..l::...... 60 cal/g.
CALOR DE FUSION.................-‘-............ 44 cal/qg.
CALOR DE COMBUSTION A 25°%C..v4eescescnseaaasaas B0O50 cal/g.
PUNTO DE DESTELLO A 95°C. ittt vencccnnsassnsses 95°C (203°F) .
TEMPERATURA DE AUTOIGNICION EN BEL AIRE........ 300 a 302°C.
LIMITES DE INFIAMABILIDAD EN EL AIRE.....es.s. Bajo 100°C de 3 a
3.5%/Vol.
Alto ente
42 y 63%/vol.
COEFICIENTE DE EXPANSION...vevresscsscsssssess 0,06088/1°C,
CONSTI\NTEi DIELECTRICA (8MC) cceecerean qrreee s 48.9 (20°C)
45.5 (40°C)

PARAMETRO DE SOLUBILIDAD

tsesesesacsavenenaness 13

MOMENTO DIPQIO..... “tctesttisttcctserscanssess 4.3 unidades Debye.
INDICE ]_)E DILUCION EN TOLUENO....... crenncenns 3.75

CONDUCTIBILIDAD A: 20°%C....c0eerurearaceeeses. 3X10-8 (ohm'l.Cm'l).

BO®C. i tieaiaaeaaaeanaaas .. 71078 (onm~! cm™1).

Tomado de (6)
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'E1 DMSO act@a en una forma muy similar a 1la dél élicerol, -
gracias a sus propledades coligativas, eviténdo en clerta forma --
que las moléculas de agua celular modifiqien sﬁ configuracién espa
cial y se produzca un aumento de vollmen al disminuir la tempera--=
tura a valores por abajo de cero grados centigrados; se evitan asf
todas las alteracioneé que son la causa de la sensible baja en la-
viabilidad celular durante la criopreservacién. Sin erbargo parece
ser que este mecanismo de crioproteccién ﬁo es el Gnico atribuible
al efecto de un protector quimico, sino que al alterar en forma no
table la permeabilidad de la membrana celular, penetra rapidamente
al interior de la célula y produce una condicién de hipertonici-——-
dad, provoca la 'salida de liquido intracelular, y disminuyen asi -
las posibilidades de que se formen cristales de hielo, (8)

En este trabajo nos proponemos tratar de precisar si se tra
ta unicamente de un mecanismo fisico-quimico que evita la lesidn -
celular durante los procesos de criopreservacién; al obgervar el -
efecto del DMSO sobre la actividad normal de cé&lulas mantenidas en
cultivo, en este caso macr6fagos de bazo de ajolote.

MATERTIALES ¥ METODOS.

La fase experimental de este trabajo se realiz6 en prepara-

ciones de explantes de bazo de ajolote (Ambistoma mexicanum), obte

nidos en la forma gue se describe a continuacidn:
Se extrae el bazo de un ajolote en condiciones de estricta—

asepsia, ¢ inmediatamente se coloca en una caja de petri contenien
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”dgxééiﬁcién salina balénceada dé Hanks estéril, donde se lavé para
eliminar la mayor cantidad posible de sangré. Todas las soluciones,
medios y material utilizacdos deben esterilizarse Previamente en la
forma mas apropiada, y en toda manipulacién debe oBservarSe una ri
gurosa técnica aséptica.

Con el fin de lavar mis el tejido y eliminar asfi una mayor -
cantidad de eritrocitos, se corté un trozo del érgano, se colocd -
en la excavacién de un porta objetos de és£e tipo conteniendo una-
pequefia cantidad de medio basal de Eagle sin suero de ternera, y se
fragment6 con unas cuchillas finas hasta obtener trozos de aproxi-
madamente 0,5 mm.

Estos fragmentos se pasan sucesivamente a otras excavacio--
nes con medio para completar su lavado. Ios explantes se colocan ~
sobre laminillas cubre-objetos de 1.3 por 5 em, las cuales son cu-
biertas previamente con una capa de plasma de pollo, acomodandose-
de cinco a seis explantes a lo largo de cada laminilla. Enseguida-
se les agrega extracto embrionario y se les deja en reposco durante
20 minutos, con lo cuidl se formd un cofgulo y los trozos quedan £i
jos en la laminilla. Fig. 1.

Una vez logrado lo anterior, las laminillas con los explan-
tes son colocadas en tubos de cultivo con 3 ml de medioc basal de -
Eagle (MBE) con 20% de suero de ternera, 500 000 U/I de penicilina,
y 0.075 g. de L-Glutamina por litro.’

Ios tubos de cultivo perfectamente bién tapados se incubaron

a temperatura ambiente de 20 a 30 dias, pericdo en el cual se efeg



/
EXPLANTE COAGULO
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VISTA DE FRENTE

FIG. No.1 LAMINILLA DE CULTIVO CON EXPLANTE.
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“tuaron de 5 a 6 cambios de medio, para evitar el dafic a las células

por acidificacibn exesiva del mismo. Durante el periodo de incuba-

cién, los tubos de cultivo fueron observados pefiédicamente a fin -
de llevar un control microscépico del desarrollo de los explantesv—
y de localizar la presencia de zonas Gtiles para los fines de nues-
tro estudio, 6 sea los.espacios que se forman en la periferia de --
los explantes en donde los macrdfagos han fagocitado grén parte del
material que los rodea, con lo cuAl ias gréndes células guedan als-
ladas y resulta entonces fAcll su localizaci6n y la cbservacién de-
su actividad como célula aislada.

Escogimos los macré6fagos porgque es f4cil observarlos aisla—-
dos, asi como por su grin tamafio y su intensa actividad tanto fago-
citica como pinocitica, &mbas indicadoras de una condicién fisiolo-
gica din&mica, observable con facilidad en Contraste de fase o en -
cinematografia espaciada.

Ios macrbéfagos probablemente proceden de la pulpa roja del -
bazo; también se les conoce como histiocitos, clasmatocitos, o cé&lu
las retfculo endoteliales libres o fijas, siendo su aspecto distin-
to, dependiendo de el sitio en donde se localicen. Cuando son li~~-
bres, su aspecto es ovoide, y suelen ser alargados y angulcosos cuan
do se encuentran aprisionados entre capas de tejidos adyacentes. ——
Parece ser que el antecesor inmediato es el monocito, seglin la 1li--

nea siguiente:
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' BAZO Y MEDUIA OSEA ROJA

MONOBIASTOS
MONOCITOS
MACROFAGOS CELULAS RETICUILO

ENDOTELIALES.,

Segin (11).

Tanbién se cree gque los macré6fagos pueden originarse a par--
tir de células preexistentes localizadas en zonas donde ocurre al -

gquna reacclédn inflamatoria.
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Una'vez gue se ha escogido una lamini;la que presente zonas-
adecuadas para la experimentacién, se extrae cuidadosamente del tu-
bo procurando no lesiocnar ni desprender los expiantes. Inmediatamen
te se coloca sobre un portacbjetos con dos bordes de existal adheri
dog a uno y otro lade, de tal manera que dejen un espacio entre am-
bos, en el gue se coloéa una gota de medio (MBE + 20%ST) con un pH-
de 7.2. Ya que la laminilla se ha colocado sobre log bordes, con —-
los explantes hacla abajo, se secan las orillas laterales y se se--
llan con parafina, dejando libres unicamente los extremos a manera-—
de una camara de cultivo. Fig. 2.

Despues, se coloca la clmara de cultivo sobre la platina del
microscopio de contraste de fases y se busca un campo en donde se -~
pucda trabajar con células que estén aisladas, y se marcan las coor
denadas para poder locallzar fAcilmente dicho campo. En seguida se~
tomaron secuencias fotogr&ficas y de cinematografia espaciada de to
dos los eventos que se observaron en las cé&lulas al modificar las -~
condiciones experimentales como se describe a continuacitn:

Se observ® la actividad normal de un grupo de 3 células dis---
tantes unas de otras, pero bién localizadas en el campo microsabpi-
co, tomandose durante varios minutos secuencias fotogréficas y de -
cinematografia espaciada. Posteriormente, el medio de crecimiento -
(MBE+20 % ST. pH 7.2) fué reemplazado por un medio similar adicio--
nado del agente crioprotector, es decir, el dimetil sulféxido.

El cambio de medio de crecimiento de la cimara de cultivo se

hizo por medio de micropipetas y de papel filtro; dicha manipula--

e T | ool




——=—LAMINILLA

——— — —BQORDE DE CRISTAL

PORTAOBJETOS

- e ————-SELLO DE PARAFINA
PORTAOBJETOS — —————— A ,'/w\ —z71 ~~——-BORDE DE CRISTAL

/
EXPLANTE ————————-- M -ESPACIO

FIG. No.2 CAMARA DE CULTIVO
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~.cibn se hizo lentamente, para que al fofmérse la corrieﬁte las §é~
lulas no fuesen arrastradas.

De inmediato fueron tomadas secuencias fotograficas y cine-
matograficas a tiempos varlables para observar "in situ" el efecto
de este compuesto quimico sobre la actividad de nuestra célula.

Después de un tiempo determinado, de la mlsma manera en que
se hizo el cambio de medio de creqimiento normal por medio coﬁ 5%--
de DMSO, se reemplazd a éste Gltimo por medio de crecimiento fres-
co exento de DMSO, previo lavado de la c&mara de cultivo hactendo-—
pasar lentamente corrientes de MBE a traves de ella, para extraer-
la mayor cantidad de DMSO posible de las células.

Cuando las células se encontraron de nuevo en medio fresco,
se hicieron tomas fotogr&ficas y cinematogrificas a tiempos varia-
bles para observar el efecto que-producia en la actividad celular-
el retorno a las condiciones de experimentaci6én iniciales.

RESULTADOS .~ Las secuenclas fotogr&aficas fueron tomadas de-
diferentes explantes de bazo a partir de las lawminillas preparadas
para tal caso, La fotografia se hizo en un aparato Ultrafoto II --
Zeiss mod. 61581. Fig. 3, usandose pelicula Agepe FF de Agfa.

Durante la primera secuencia fotogrifica, fué tomada la acti
vidad de una célula en estado normal; la chAmara de cultivo contenfa
MBE normal. Dicha célula bresentaba una marcada actividad tanto fa
gocitica como pinocfitica, con marcados movimientos citoplésmicos.-
Esta actividad Fué registrada desde los 2 hasta los 5y 10 minutos

de haberse preparado la cémara de cultivo, y puede observarse en--

At e



Description

FIG. N2 3 — APARATO ULTRAFOTO II ZEISS MCD. 61581 USADO PARA
TOMAR EN CONTRASTE DE FASE LAS SECUENCIAS FOTOGRAFICAS
DEL EXPERIMENTO.



o LAMINA #]

Macrofago en medio de cultivoe normal (MBE) . NStese—
una actividad celular normal con ondulaciones en el
borde de la c&lula, y wuamerosas vacuolas de pinoci-~
tosis, 250X. ‘

Se observa el comienzo de la retraccidn celular dos
minutos después de que se colocd el MBE+5% de DMSO.

A los cinco minutos se observa la misma célula cuya
permeabilidad esti siendo alterada Por la presencia
del DMSCO. Nétese la retraccién.




LAMINA #11-

Fig. 8 vy 9.- Nos muestran el efecto del DMSC en la misma célula-
a los 7 y 10 minutos respectivamente. N6tese la ca-
si completa retraccidén de la célula, debido a una -
salida importante de liquido celular.

Fig. 10 y 1l. Nos muestra a la misma célula en el periodo de re-~
cuperacién, a los 5 y a los 30 min. después de cam
biar el MBE con 5% DMSO por medio fresco. NStese—
que se empiezan a formar wvelos citoplasmicos por -
ondulacidén de la membrana, debido a la pinocitosis.



Fig. 15.- Secuencia
el efecto

LAMINA # 1l

15

En esta secuencia se puede apreciar cémo se va

realizando la recuperacién de la actividad de-

la célula después de ser cambiado el MBE con -

DMSO 5% despues de los 60, 80 y 120 min. N&te-—

se la gran actividad pinocitica en ambos extre

mos de la célula, asfi como la formacidén de gran
cantidad de vacuolas de pinocitosis.

seriada de otra célula en la gue se puede ver
Retraccién - Recuperacién, en tiempos simila-

res al caso anterior.
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flaé'fiéhrés'4 y 5 de ia lamina I.

Las siguientes tomas fotogr4ficas de ia misma célula se lle~
varon a cabo despues de que el MBE+20% ST. y pH 7.2 (normal) que =
contenfia la cémara de cultivo, fué cambiado por MBE normal con el ~
5% de DMSO, seglGn el método 4ntes descrito, a los 2, 5y 10 minutos
del cambio de medio. A los dos minutos de haberse cambiado el medio,
la célula empezaba a retraerse.

A los cinco minutos se empezé a notér una evidente pérdida--
de liquido celular, formandose prolongaciones citoplasmicas f£ilamen
tosas. Cuando se consider6 que la retraccidn citoplésmica habia lle
gado al maximo (10 min), se procedi® a cambiar de nuevo el medio de
crecimiento a la cédmara de cultivo,. extrayendose el MBE que contenia
cl 5 % de DMSO, y reemplazandolo por MBE normal fresco. Figs. 6 y 7
de la lamina I, y fig. 8 de la lamina II.

Cuando la clmara de cultivo contenia nuevamente MBE fresco, -
se observd gque la célula empezaba a recobrar su actividad desde los
dos minutos después del camblo, y que a los cinco minutos se forma-
ban velos citoplésmicos; probablemente la célula empezaba a recupe-
rar agua por medio de una intensa actividad pinocitica, de tal mang
ra que a los 20 minutos la recuperacién de la actividad celular era
muy evidente. Figs. 9, 10 y 11 de la l&mina II,.

Fueron tomadas fotografias de ésta recuperaci6n, en tiempos-
variables (30, 60, 80, y 120 minutos), segln nos muestran las figs.,

12, 13 y 14 de la lamina III. La cobservaci6n de la recuperacién se-~

realizé despues de 3.15 horas, apreciandose ligeros cambios en el -
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~contorno ‘de la cé&lula, debidos a la actividad que presentaba la mem

N

brana.’

En la fig. 15 de la lamina III,.podemos apreciar una secuen-~
cla fotogr&fica de el efecto retraccién-recuperacién de la activi--
dad celular, visto en otra célula tratada con las mismas condicio-—-
nes experimentales que la anteriormente descrita.

En la fig. 16, tenemos la curva que nos indica el porciehto—
aproximado de retraccién celular debido al'efecto de el agente qui-
mico DMSO; asfi como el tiempo de recuperacién de la actividad celu-
lar en ausencia de dicho agente crioprotector,

La experimentacidén llevada a cabo usando el aparato de cine-
matografia espaciada, (Fig. 17) fué exlctamente igual a la &ntes ~--
"descrita; se modificd el tiempo de exposicién de las células al agen
t e quimico DMSO, y el tiempo de observacidn de la recuperacién celu
lar, a fin de obtener un ntmero de exposiciones lo suficientemente-
grande para que pudiera ser proyectable, y de ese modo hacer posi--—
ble una observacién mas objetiva y dinamica de los eventos que se -

reallzaron durante el experimento.

Primero se tomaron 320 exposiciones (a razbn de cuatro cua--
dros por minuto) de la actividad normal de un macréfago, el cudl —-
presentaba tipicos movimientos de pinocitosis y de fagocitosis,

Después de observar durante los 80 minutos la actividad nor-
mal, se hizo el cambio de medio de crecimiento MBE normal, substitu
yendolo por MBE gue contenfia un 5% de DMSO, usando la técnica &ntes

descrita y sin separar la clmara de cultivo de la platina del microg
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_coplo, para que de inmediato fuese tomada la secuencia correspondien
te al efecto del DMSO sobre la actividad de ia célula observada.

RESULTADOS.~ Como puede verse en la pelicula, la retraccién -
celular ocurri$ aproximadamente a los cinco minutos de haberse reall
zado el cambio de medio, homclogandose el tiempo de retraccién total
con el tiempo obtenido trabajando con contraste de fases, o sea 10 -
minutos aproximadamente. La célula permanecid retralda en presencia-~
del agente qu}mico durante 80 minutos. En 6casiones subsecuentes, -~
fueron tomadas Gnicamente 40 exposiciones (10 min.}, tlempo en el --
cual se estuvo trabajando con el microscoplo de contragte de fases, -
y que fué suflciente para observar la retracelén celular completa.

Inmediatamente después se hizo el cambio de medio con DMSO -~
por MBE normal, previo lavado deyla clmara de cultivo en tres ocasio
nes tal y como se indicé anteriormente.

En la secuencla gue se tomé de la recuperacién celulaxr, pudig
ron apreciarse indicios de la misma desde los 30-35 minutos, y la rg
cuperacién casi completa a los B80-120 minutos después del canbio.

RESUMEN: Los datos obtenidos durante el desarrollo de éste --
trabajo, son el resultado de experimentos realizados en varias oca--
siones a partir de explantes de bazo preparados siguiendo una técni-
ca modificada de cultivo de tejidos en laminillas. Las células selec
cionédas para el estudio fueron macréfagos cultivados durante 30 - -~
dias.

En general, el comportamiento de las células fué muy similar-

en las diferentes condiciones experimentales tanto en presencia de -
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MBE normal, como con medio adicionado con el agente crioprotector-

DMSO. Por lo tanto parece clerto que durante los procesos de crio-

preservacién, la accién de los agentes protectores no solamente se
realiza gracias a sus propledades coligativas, sino tambiéh gra--
clas al efecto de hipertonicidad que confieren al medio que rodea~-
a la célula, provocando asi una importante salida de liquidos in--

tracelulares, lo que reduce enormemente la posibilidad de la trang

formaci6én del agua intracelular en cristales de hielo.
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De acuerdo con loé resultados obtenidos durante el desarro--
llo de éste trabajo, podemos concluir que la acaidn ae el agente -~
quimico erioprotecto DMSO, se realiza fundamentalmente gracias a que
puede captar los hidrégenos de las molécu}as de agua actuando como-
aceptor; en esa forma evita que la configuracién espacial de la mo-
lécula de agua cambie al pasar de la fase liquida a la fase sélida,
impidiendo asf el aumento de vollGmen del contenido celular, cuandot
la célula es sometida a bajas temperaturas. Por consiguiente se evi
ta la formacién de cristales de hielo que como sabemos, es una -de -
las causas mAs importantes de gque aparezcan lesiones irreversibles-
que alteran en forma notable la fisiologia celular.

Asi mismo, no podemos perder de vista otro fendmeno de grén-
importancia en el mecanismo de lacriopreservacibén, y que es el que-
pudimos observar durante nuestro experimento, o sea: el papei que -~
juega el agente quimico como deshidratador de la cé&lula provocando-
una importante salida de liquidos celulares y reduciendo con ello -
la posibilidad de formacién de cristales de hielo intracitoplésmi--
cos., (29)

En resumen podemos decir que al poner a nuestra célula en con
tacto con el agente crioprotector, la permeabilidad de la membrana-
es alterada por 1la répida accién del DMSO; penetra éste al interior

de la célula, se une (probablemente) con moléculas de agua ciltoplés
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“mica formando un complejo Agua-DMSO por medio de uniones hidrégeno,

segGn se muestra en la siguiente férmula.

~——=H
l CHy H CH, T--—-
+
O=mmmmng 07"=~-H____ OH===0___H~===0~ st ———o0
mieeH CH, CH,  Heee
(29) (9)

Como otra consecuencia de la élteracién de la permeabilidad-
de la membrana celular, sale liquido intracelular que también se -~
une probablemente con el DMSO extracelular evitando la formacién de
cristales en el medio externc durante la congelacidn. Esta deshidra
tacién parcial provocada por los agentes crioprotectores fué obser~-
vada y descrita por diversos autores desde 1940, al usar diferentes
agentes quimicos criophylacticos. (21) (9).

En nuestros experimentos observamos que la célula fué retra-
véndose y disminuyendo su actividad fisiologica. Es muy probable —-
que esta actividad celular reducida a un minimo sea mantenida gra--
cias a que la célula conserva suficiente cantidad de agua para man-—
tener un equilibrio adecuado de sus solutos, cuya concentracién ele
vada alteraria la estructura secundaria de compuestos de naturaleza
proteica (enzimas) y lipoproteica (sistemas membranosos) ; con los -~
consiguientes disturbios metabolicos celulares.

La reversibilidad de la actividad celular va a depender enton

ces de la facilidad con que el agente protector en concentraciones—
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especi{ficas né téxicas, pésé al interior de .la célula y capte el agua
que &sta necesita para mantener un adecuado equilibrio de los solutos,
y también de la disminucién de la posibilidad.de que se formen crista
les de hielo intracitoplésmicos durante la cangelacién, gracias a la-
deshidratacidén parcilal ocasionada por el DMSO en la c&lula.

Después de que el DMSO ha sido excluido del medio que rodea ~-—
a la ¢élula, y ha salido el que se mantenia dentro de ella mediante ~
un recambio constante de liquido a traves de la membrana, &sta read--—
qulere su permeabilidad selectiva normal. La presencia de compuestos-
proteicos en el medio de cultivo produce una estimulacién quimica so-
bre la membrana celular para que se formen grén cantidad de vacuolas-
de pinoclitosis que introducen lfiguido al interior de la célula en for
ma lenta perc efectiva. (30) Asi mismo el agua penetra al interior de
la célula mediante procesos fisiolobgicos normales de la membrana, ta-
les como el transporte activo y los procesos puramente fisicos rela-~
. cionados con la permeabilidad celular, con lo cual se evitan choques-
osméticos que podrian ser de graves consecuencias para la célula.

Lo expuesto anteriormente nos permite postular la posibilidad-
tal vez no remota, de resolver el problema de la criopreservacibén or-
ganizada de tejidos y 6rganos, con la finalidad de reemplazar tejidos
G 6rganos enfermos por otros sanos gue han sido mantenidos en cultivo

a bajas temperaturas y en condiciones de absoluta wviabilidad.
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