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I I N T R O D U C C I O N . 

a) Mo t i v a c i ón . 

El e s t u d i o de 1as n e o p l a s i a s ma l i gnas ha s i d o un tremen-

do reto a la i n t e l i g e n c i a humana, pero es a l en t ado r saber que 

esa o b s c u r i d a d que rodea a la e t i o p a t o g e n é s i s de? cáncer e s t á 

s i endo penetrada por pequeños d e s t e l l o s de entend imiento que 

brotan de l o s cen t ro s de i n v e s t i g a c i ó n tumora l . Cada a p o r t a -

c i ó n , que a i s l adamente parece se r pequeña, c on t r i b u ye al m e -

j o r conoc imiento de la b i o l o g í a de la s n e o p l a s i a s ; su o r i g e n , 

su e v o l u c i ó n y su r e s o l u c i ó n . 

El e s t u d i o de la c é l u l a n e o p l á s i c a propiamente d i c h a , ha 

acaparado la a tenc i ón de los i n v e s t i g a d o r e s y son c a s i innume 

r ab i e s l o s repo r te s de e x p e r i e n c i a s a este n i v e l . S i n embargo, 

aunque el oncoc i t o es l a " e s t r e l l a " de la n e o p l a s i a , es b ien 

sab ido que su d e s a r r o l l o y p ropagac ión es impo s i b l e s i n la - -

ayuda del t e j i d o co rpo ra l e s p e c i a l i z a d o en sopo r te y n u t r i c i ó n . 

El e s t u d i o del ettroma tumoral es tá l e j o s de s e r comple-

to ye s p r o p ó s i t o de es te a u t o r , í n c u r s i o n a r en e s t e campo, - -

buscando la buenaventura de a p o r t a r un conoc imiento nuevo. 

S iendo el f i b r o b l a s t o l a c é l u l a p r i n c i p a l del t e j i d o co -

n e c t i v o , se enfocará la a t enc i ón sobre el y se e s t u d i a r á su -

r e spues ta f r en t e a un r e t o , en este ca so : la r a d i a c i ó n gamma. 

b) Ob je t i vo. 

El o b j e t i v o de es ta t e s i s es determinar s i e x i s t e una ra 

d i o s e n s l b i l i d a d d i f e r e n t e ent re l o s f i b r o b l a s t o s del estroma 

de un Órgano sano y l o s f i b r o b l a s t o s del estroma de una n e o - -

p l a s i a ma l i gna . 



z 

c) Antecedentes 

Aunque 1a r a d i o b i o l o g í a ha s i d o e s tud i ada extensamente -

en f i b r o b l a s t o s ob ten idos por c u l t i v o de t e j i d o s e m b r i o n a r i o , 

f e t a l y adu l t o de o r i g e n animal y de o r i g e n humano, ( 2 , 3 , 4 , 1 2 , 

17 ,18 ,19 } es de i n t e r é s no ta r que tanto la d i s c i p l i n a de c u l -

t i v o de t e j i d o s a s í como la r a d i o b i o l o g í a y l a r a d i o b i o p a t o l o 

g í a , han s i d o práct icamente de sconoc ido s en nue s t ro medio. Es 

te aparente v a c í o de conoc im ientos en e s ta rama de l a s c i e n - -

c i a s b i oméd i ca s , ha hecho m a n i f i e s t a la neces idad de dominar_ 

la t é cn i c a de c u l t i v o t i s u l a r para a p l i c a r l a po s te r i o rmente _ 

al e s t u d i o de la r a d i o b i o l o g í a tumora l . Conviene pues , expo-

ner a l guno s p r i n c i p i o s b á s i c o s del c u l t i v o de t e j i d o s y de l a 

r a d i o b i o l o g í a para l a mejor comprens ión de e s ta t e s i s . 

1) Antecedentes de c u l t i v o de t e j i d o s . 

En exper imentac ión t i s u l a r se ha u t i l i z a d o extensamente_ 

como modelo de t e j i d o normal a l o s f i b r o b l a s t o s de t i p o d i p l o 

ide (no a l t e r a d o s ) , l o s cua le s t i enen un tiempo l i m i t a d o de _ 

v ida i n v i t r o ( 3 2 ) . Se ha observado que s i e s t o s f i b r o b l a s t o s 

con se rvan su es tado d i p l o i d e , el número de d u p l i c a c i o n e s que_ 

pueden l l e v a r a cabo in v i t r o , v a r í a n en r e l a c i ó n i n v e r s a a _ 

la edad del t e j i d o de o r i g e n (12 ) y que l a capac idad f i n i t a _ 

de é s t o s c u l t i v o s de d u p l i c a r s e , es una m a n i f e s t a c i ó n de e n v ¿ 

j e c i m i e n t o a n i v e l c e l u l a r ( 9 , 1 1 ) . En su e s t u d i o c l á s i c o , Ha£ 

f ü c k (11 ) e s t a b l e c i ó que el p o t e n c i a l de dob la je para t e j i d o 

f e t a l era de 50+ 10 d o b l a j e s ; c i n co años más t a r d e , M a r t í n , _ 

C u r t i s y Sprauge (21) c a l c u l a r o n el c o e f i c i e n t e de r e g r e s i ó n ^ 

para donadores ent re la pr imera y novena décadas de la v í d a . -

E s te c o e f i c i e n t e de r e g r e s i ó n se expresó como de - 0 . 2 dobla -

je s por año, con una d e s v i a c i ó n e s t anda r de 0 ,05 y con un coe 

f i c i e n t e de c o r r e l a c i ó n de - 0 . 5 . Se demostró que e s te c o e f i -

c i en te de r e g r e s i ó n era s i g n i f i c a t i v a m e n t e d i f e r e n t e a c e r o . _ 



A mayor edad c r o n o l ó g i c a del donador , menor la c an t i dad de do 

b l a j e s que puede l l e v a r a cabo su t e j i d o in v i t r o . E s ta reduc. 

c i ón del po tenc i a l de r e p l i c a c i ó n no es f unc i ón ún ica de l a -

edad c r o n o l ó g i c a del donador s i n o además se ve i n f l u i d a por -

o t r o s f a c t o r e s como son geno t i po y e x p o s i c i ó n a c t í n i c a ( 8 ) . 

Puesto que la d i s c i p l i n a de c u l t i v o de t e j i d o s se desa -

r r o l l ó en d i v e r s a s e s c u e l a s , l o s términos que usaron l o s i n -

v e s t i g a d o r e s para nombrar un mismo fenómeno fueron d i s t i n t a s . 
« 

Esto produjo c o n f u s i ó n y no fué s i n o has ta 1961 en que H a y — 

f l i c k y Moorhead (12) p r o p u s i e r o n términos que fueron a cep ta -

dos en forma g e n e r a l . E s to s té rminos d e s c r i b i e r o n cuat ro ca rac 

t e r í s t i c a s de los t e j i d o s cuando son c u l t i v a d o s in v i t r o : cé -

l u l a s p r i m a r i a s , la cepa c e l u l a r , l a l í n e a c e l u l a r y l a a l t e r a 

c i ón c e l u l a r . 

C é l u l a s p r i m a r i a s : Son a q u é l l a s c é l u l a s ob ten ida s del bx 

p lante o r i g i n a l que han s i do c u l t i v a d a s in v i t r o por pr imera 

i n t e n c i ó n . S i se e fectúan pa sa je s subsecuentes de e s t a s c é l u -

l a s , e s t a s l l e g a r a n a ser cepas c e l u l a r e s . 

Cepas c e l u l a r e s : Se ent iende por cepa c e l u l a r a q u é l l a po 

b l a c i ó n de c é l u l a s de r i vada s del c u l t i v o de e x p l a n t e , que ha-

yan s i d o s u b c u l t i v a d a s más de una vez in v i t r o ; su número de 

r e p l i c a c i o n e s es f i n i t o , no ten iendo l a capac idad de s u f r i r -

pa sa je s s e r i a d o s por tiempo i n d e f i n i d o . E s t a s c é l u l a s c o n s e r -

van el número cromosómico modal que c a r a c t e r i z a al t e j i d o de 

o r i g e n . 

L í nea s C e l u l a r e s : Se ent iende por l í n ea c e l u l a r a q u é l l a 

pob l ac i ón de c é l u l a s c u l t i v a d a s in v i t r o mediante pasa je s s e -

r i a d o s por tiempo i n d e f i n i d o , con un cambio del número modal 

de cromosomas que c a r a c t e r i z a al t e j i d o de o r i g e n . Por e s t a -

r a z ón , l o s términos " l í n e a c e l u l a r e s t a b l e c i d a " y " l í n e a c e l ^ 

l a r e s t a b l e " no deberán u s a r s e , puesto que el pr imero es redun 



dante y el segundo imp l i c a que ya no pueden o c u r r i r más cam-

b i o s en el t e j i d o c u l t i v a d o . 

La A l t e r a c i ó n C e l u l a r : Es el cambio que s u f r e l a cepa - -

c e l u l a r al pasar del estado d i p l o i d e al h e t e r o p l o i d e , a d q u i -

r i endo la capac idad de s u f r i r pa sa je s s e r i a d o s por tiempo i n -

d e f i n i d o . L a a l t e r a c i ó n c e l u l a r puede o c u r r i r durante l a f a se 

de c r e c i m i e n t o exponenc ia l o l o g a r í t m i c o que ha s i d o nombrada 

como f a se I I . 

El c r e c im i en to de t e j i d o i n v i t r o no es s iempre i g u a l - -

s i n o que pasa a t r a v é s de d i f e r e n t e s modal idades de d e s a r r o l l o . 

Hayf1 i c k l lamó " f a s e s " a t r e s d i s t i n t a s etapas e v o l u t i v a s de 

l o s c u l t i v o s ^ m i s m a s que se resumen en la s i g u i e n t e _g r á f i c a ; 
PASftTES 
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G r á f i c a No. 1 . - Rep re sen tac i ón g r á f i c a de f a s e s de c r e c i m i e n -

to t i s u l a r en c u l t i v o ( H a y f l i c k ) . 



Fase I : Es l a f a s e de c r e c i m i e n t o t emprano que s e i n i c i a con 

l a l i b e r a c i ó n de c é l u l a s de l t e j i d o y su a d h e r e n c i a -

a l a s u p e r f i c i e de l f r a s c o de c u l t i v o . En g e n e r a l e s -

t a f a s e du r a de una a t r e s s e m a n a s . La f a s e I t e r m i n a 

con l a f o r m a c i ó n de l a p r i m e r a capa c o n f l u e n t e . En es_ 

te momento el c u l t i v o e s t a l i s t o p a r a l a p r i m e r a d i s o 

c i ó n y s u b c u l t i v o ( " p a s a j e " ) . 

F i g u r a No. 1 . Fa se I . E x p l a n t e r o d e a d o de c r e c i m i e n t o de c é l i [ 

l a s p r i m a r i a s . 3 . 5 X 



F i g u r a N o . 2 . Fa se I . E x p l a n t e r o d e a d o de mayor c r e c i m i e n t o - -

p r i m a r i o pe ro aún s i n c o n f l u e n c i a en m o n o c a p a . l O X 

F i g u r a N o . 3 . F a s e I . E x p l a n t e r o d e a d o de monocapa c o n f l u e n t e . 

F i j a d o , H y E . 10X 



Fase I I : La f a s e I I se c a r a c t e r i z a p o r una r á p i d a m u l t i p l i c a -

c i ó n c e l u l a r , ( c r e c i m i e n t o e x h u b e r a n t e , c r e c i m i e n t o 

e x p o n e n c i a l ) con g r a n a c t i v i d a d m e t a b o l i c a y p r o d u c -

c i ó n de á c i d o s . D u r a n t e e s t a f a s e , e l c u l t i v o d e b e r á 

s o m e t e r s e a dos p a s a j e s p o r semana con una p r o p o r 

c i ó n de r e d u c c i ó n de 2 a 1. ( V g . de un f r a s c o o r i g i -

n a l se o b t e n d r á n do s f r a s o s po r p a s a j e ) . E l é x i t o - -

de l c u l t i v o p r o l o n g a d o de c é l u l a s d i p l o i d e s depende 

de que se mantenga el c u l t i v o en e s t a f a s e de c r e c i -

m i e n t o l o g a r í t m i c o e l mayor t i empo p o s i b l e ; e s t o s e 

l o g r a con p a s a j e s r e p e t i d o s t an p r o n t o como c o n f l u -

y a n l a s m o n o c a p a s . S i no se e f e c t ú a un p a s a j e o p o r t u 

n a m e n t e ; e l c u l t i v o " e n v e j e c e " y s e i n i c i a l a f o r m a -

c i ó n de e s t r a t i f i c a c i o n e s o p l u r i c a p a s . La f a s e I I -

du r a a p r o x i m a d a m e n t e 2 a 10 m e s e s . Al i r s e t e r m i n a n d o 

e s t e p e r í o d o s e i n i c i a l a d e g e n e r a c i ó n c e l u l a r que - -

a n u n c i a l a l l e g a d a de l a f a s e I I I o f a s e t e r m i n a l . 

F i g u r a N o . 4 . Fa se I I . Monocapa c o n f l u e n t e d u r a n t e f a s e de e r e 

c i m i e n t o l o g a r í t m i c o . F i j a d o , H y E . 10X 



F i g u r a N o . 5 . Fa se I I . Monocapa c o n f l u e n t e d u r a n t e c r e c i m i e n t o 

l o g a r í t m i c o . F i j a d o H y E. 40X 

F i g u r a N o . 6 . Fa se I I . P l u r i c a p a t emprana que m u e s t r a s o b r e -

p o s i c i o n c e l u l a r . T e j i d o v i v o , 40X 



Fa se I I I : La f a s e I I I se c a r a c t e r i z a p o r l a a p a r i c i ó n de cam-

b i o s d e g e n e r a t i v o s . Emp i e za a a c u m u l a r s e d e t r i t o -

c e l u l a r , se a l a r g a el t i e m p o de g e n e r a c i ó n y se r e -

duce l a a c t i v i d a d m i t ó s i c a ; c o n s e c u e n t e m e n t e se a -

l a r g a el p e r í o d o de t i e m p o n e c e s a r i o pa ra e l d e s a r -

r o l l o de monocapas c o n f u e n t e s . Emp i e zan a o b s e r v a ^ 

se c á m b i o s en l a m o r f o l o g í a n u c l e a r y c e l u l a r , h a -

b i e n d o p é r d i d a de l a o r i e n t a c i ó n c e l u l a r y p é r d i d a _ 

de l a c a p a c i d a d de d u p l i c a c i ó n c e l u l a r p o r e l f e n ó -

meno de i n h i b i c i ó n po r c o n t a c t o e n t r e membranas c e -

l u l a r e s . El c i t o p l a s m a se v u e l v e g r a n u l o s o y en é l 

a p a r e c e n g r a n d e s v a c u o l a s . El c u l t i v o decae p r o g r £ 

s i v a m e n t e h a s t a d e s a p a r e c e r . 

F i g u r a No. 7. F a s e I I I . C u l t i v o e n v e j e c i d o que m u e s t r a f e n ó -

menos d e g e n e r a t i v o s . T e j i d o v i v o , 10X 



F i g u r a N o . 8 . Fa se I I I . C u l t i v o e n v e j e c i d o que m u e s t r a c i t o p l a s 

ma g r a n u l o s o , v a c u o l i z a c i <5n y p é r d i d a de l a p o l a -

r i d a d c e l u l a r . 

f i g u r a N o . 9 . Fa se I I I . C u l t i v o e n v e j e c i d o que m u e s t r a p é r d i d a 

de l a i n h i b i c i ó n po r c o n t a c t o r e s u l t a n d o un a p i -

l a m i e n t o c e l u l a r . T e j i d o v i v o 10X 



En el p re sen te e s t u d i o se t r a b a j ó e x c l u s i v amen te con c u l -

t i v o s que se encon t r a sen en l a Fase I I de c r e c i m i e n t o exponen-

c i a l , ( f i g u r a s 4 y 5) man ipu lados en l a forma d e s c r i t a por Des 

chavanne (4 ) para obtener mesentas de c r e c i m i e n t o ( " p l a t e a u - -

f a s e " ) . E s t o se l o g r ó manteniendo s i n nueva a l i m e n t a c i ó n po r_ 

qu ince d í a s a l a s monocapas ya c o n f l u e n t e s . En e s t a s me se t a s , _ 

l a monocapa es aún v i g o r o s a pero no se encuent ra en a c t i v a r e -

p l l c a c i ó n , pues to que el fenómeno de cnnt.acto en t re membranas^ 

c e l u l a r e s produce I n h i b i c i ó n de la d i v i s i ó n c e l u l a r . De e s t a 

manera el t e j i d o en c u l t i v o se semeja más a l t e j i d o fn v i v o y_ 

l o s r e s u l t a d o s de la e xpe r imen tac i ón hecha en e s t a f a s e de me-

s e t a , r e f l e j a r á n con más f i d e l i d a d l o que rea lmente ocu r re i n _ 

v i vo. 

2) Antecedentes de R a d i o b i o l o g í a . 

En r a d i o b i o l o g í a se han u t i l i z a d o exper lmenta lmente t an to 

la r a d i a c i ó n e l e c t r o m a g n é t i c a ( r a y o s X y r a yo s gamma) como l a 

r a d i a c i ó n de p a r t í c u l a s . A l guna s p a r t í c u l a s t i e n e ca rga ( a l f a » 

be ta , p r o t o n e s , mesones -p i y i o n e s pe sado s ; y o t r a s ca recen de 

e l l a s ( n e u t r o n e s ) ( 1 4 ) . 

Se ha obse rvado que l o s e f e c t o s c u a l i t a t i v o s de l o s d i f e -

r e n t e s t i p o s de r a d i a c i ó n son s i m i l a r e s en t re s í , pero que e x -

i s t e una gran v a r i e d a d de pa t r one s de l i b e r a c i ó n de e n e r g í a _ 

dent ro de l o s t e j i d o s expues to s a la r a d i a c i ó n , Las f uen te s _ 

neu t r a s como son l o s r a y o s X y l o s r ayo s gamma, p i e r den e n e r -

g í a a medida que penet ran n i v e l e s más profundos de t e j i d o , debí, 

do a que s u f r e n c o l i s i o n e s poco f r e c u e n t e s y al a za r con l o s _ 

átomos que c o n s t i t u y e n a l t e j i d o . E s t a s c o l i s i o n e s poco f r e c u 

entes y a l a z a r con Tos átomos que c o n s t i t u y e n al t e j i d o . E s -

t a s c o l i s i o n e s pueden l l e v a r a una r educc i ón c a s i de t i n o e x - -

n n n e n r i a l en su e n e r g í a . S i n embrago, e s te t i p o de r a d i a c i Ó n _ 

a l c an za una buena p e n e t r a c i ó n a l o s t e j i d o s p r o f u n d o s . Las 

p a r t í c u l a s ca r gada s a l f a , b e t a , p ro tone s y m e s o n e s - p i , p i e rden 



e n e r g í a por c o l i s i o n e s m ú l t i p l e s con l o s e l e c t r o n e s del ma teH 

al i r r a d i a d o . E s t a s c o l i s i o n e s s u s t r a e n e n e r g í a ha s ta que l a _ 

p a r t í c u l a se d e t i e n e . E1 pat rón de l i b e r a c i ó n de e n e r g í a de 

é s t a s p a r t í c u l a s es c o n s t a n t e . Por e s t a r a zón , la r a d i a c i ó n 

de p a r t í c u l a s t i ene una baja capac i dad de p e n e t r a c i ó n . Cuando 

l a p a r t í c u l a se acerca al f i n a l de su c u r s o , se aumenta la can 

t i d a d de e n e r g í a por un idad l i n e a l del c u r s o ; a e s t o se le 

l lama " t r a n s f e r e n c i a de e n e r g í a 1 1 n e a l " ( L E T ) . E s t e fenómeno _ 

conduce a un Incremento l o c a l de d o s i s l lamado " e l p i co de B r -

agg de i o n i z a c i ó n " . La p r o f u n d i d a d que pueden a l c a n z a r e s t a s 

p a r t í c u l a s depende de su e n e r g í a i n i c i a l . Las p a r t í c u l a s beta 

l l e g a n a pene t r a r unos cuantos m i l í m e t r o s de t e j i d o m ien t r a s 

que l a s p a r t í c u l a s a l f a penet ran muerto menos. S i n embargo, s i 

e s t a s p a r t í c u l a s son a c e l e r a d a s en un c i c l o t r ó n , e s t a s pueden_ 

l l e g a r a p e n e t r a r ha s t a más de 20 cms. de t e j i d o . 

La " e n e r g í a ab s o rb i da de l a r a d i a c i ó n en un gramo de t e -

jido", se conoce como l a " d o s i s " . La un idad de d o s i s es el rad 

' *-) que se d e f i n e como " l a a b s o r c i ó n de 100 e r g i o s de e n e r g f a _ 

por gramo de ma te r i a l i r r a d i a d o " . La em i s i ón de r a d i a c i ó n de_ 

apa ra to s de rayos X se d e f i n e en té rminos de e x p o s i c i ó n , s i e n -

do la un idad de medida el r oen tgen ( R J . Se d e f i n e al roentgen 

como " a q u e l l a e x p o s i c i ó n que ba jo c o n d i c i o n e s dete rminadas l i -

be r a se una un idad e l e c t r o s t á t i c a de I ones p o s i t i v o s en un c . c . 

de a i r e " . E l a i r e expues to a I R de r a d i a c i ó n , r e c i b e una do s -

i s de 0 .87 r a d s . Además, se ha i n t r o d u c i d o una nueva medida 

de r a d i a c i ó n ; e s t a es el g ray ( ( ¡y ) , e l cua l e q u i v a l e a 100 

r a d s . De e s t a manera, 1 c e n t i g r a y es i g u a l a 1 r ad . 

Independ ientemente de cua l sea l a f uen te de e n e r g í a r a d i -

an te , é s t a e j e r c e un e f e c t o b i o l ó g i c o a t r a v é s de l a 1on1zac ion 

de l o s átomos o mo lécu l a s c e l u l a r e s c on t r a l o s c u a l e s s u f r e co 

l i s i ó n ; e l mecanismo completo mediante el cua l se produce e l _ 

e f e c t o b i o l ó g i c o es aún d e s c o n o c i d o , pero se proponen dos t e o -

r í a s para e x p l i c a r e s t e mecanismo: la t e o r í a d i r e c t a o t e o - -

r í a de b l anco y l a t e o r í a i n d i r e c t a . La t e o r í a d i r e c t a s upone^ 



que el e f e c t o de la r a d i a c i ó n se produce por go lpe d i r e c t o a 

b i o m o l é c u l a s s e n s i b l e s , como son l o s l a z o s de un ión de una mo 

l é c u l a de DNA ( 1 3 , 1 5 ) . E s to no e x c l u y e l a p o s i b i l i d a d de - -

que e l e f e c t o b i o l ó g i c o r e q u i e r a m ú l t i p l e s b l anco s de a c c i ó n 

o m ú l t i p l e s go lpe s a un s o l o b l anco ( 2 7 ) . La t e o r í a i n d i r e c t a 

propone que la r a d i a c i ó n provoca la i o n i z a c i ó n del agua c e l u -

l a r y la l i b e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s " t ó x i c o s " (H + ,0H~ ,etc.) 

que secundar i amente i n t e r a c c i o n a n con e lementos v i t a l e s como 

son l o s l í p i d o s de membrana, l a s enzimas y l o s á c i do s n u c l e i -

cos ( 2 8 , 3 5 , 3 7 , 3 8 ) . 

E x i s t e un enigma en r a d i o b i o l o g í a el cual ha s i d o conoci^ 

do con e l nombre de " e f e c t o l a t e n t e de r a d i a c i ó n " . Se e n t i e n -

de que la t r a n s f e r e n c i a de e n e r g í a a una mo lécu la b l anco ocu -

r r e en una m i c r o f r a c c i Ó n de s g u n d o s , s i n embargo su e f e c t o b i o 

l ó g i c o , m o r f o l ó g i c o o f u n c i o n a l pud ie ra no hace r se e v i d e n t e -»-

s i n o ha s ta décadas de spué s . E s t e fenómeno fué ob se rvado en l o s 

s o b r e v i v i e n t e s de las bombas a tómicas de H i r o s h i m a y N a g a s a k i , 

que d e s a r r o l 1 a r o n n e o p l a s i a s r a d i o r e l a c i o n a d a s más de 20 años 

después del bombardeo ( 5 , 6 , 2 3 , 2 4 ) . Aún no se ha d i l u c i d a d o s i 

e s t e fenómeno i m p l i c a r e a c c i o n e s i n t r a c e l u l a r e s en s e c u e n c i a -

que f i n a lmen te a l c anzan a una mo lécu la o una f u n c i ó n c r u c i a l , 

0 s i el p r imer evento f í s i c o qu ímico es tan pequeño que su - -

e f ec to es s ó l o d e t e c t a b l e a t r a v é s de la p r o p i c i a c i ó n de muta^ 

c i one s cada vez más s e v e r a s en g e n e r a c i o n e s s u c e s i v a s de célu^ 

1 as . 

Hac iendo a un lado e s t a s e s pecu l a c i one s , e x i s t e n e f e c t o s 

de r a d i a c i ó n sobre l a s c é l u l a s que s í han s i d o b i e n documenta 

da s . Se sabe que la magn i tud de la l e s i ó n c e l u l a r p rovocada -

por l a r a d i a c i ó n depende de c u a t r o f a c t o r e s f undamenta l e s . Es_ 

tos s on : la d o s i s , l a r á p i d e z de a d m i n i s t r a c i ó n de la d o s i s , 

l a t r a n s f e r e n c i a de e n e r g í a l i n e a l (LET) de l a r a d i a c i ó n y l a 

v u l n e r a b i l i d a d de la c é l u l a a l a r a d i a c i ó n ( 3 6 ) . 



S i todas l a s v a r i a b l e s se mantienen en i g u a l d a d , l a l e -

s i ó n c e l u l a r es d i rec tamente p r o p r o c i o n a l a la d o s i s adminis_ 

t r a d a . S i n embargo, la r áp idez con l a que se a d m i n i s t r a e s t a 

d o s i s m o d i f i c a s i g n i f i c a t i v a m e n t e su e f e c t o , e spec ia lmente -

cuando la d o s i s es f r a c c i o n a d a , como es común en r a d i o t e r a p i a . 

Aunque la e n e r g í a de r a d i a c i ó n es acumulab le , l a s c é l u l a s - -

son capaces de r e p a r a r daño s u b l e t a l ha s t a c i e r t o l í m i t e . Es_ 

ta capac i dad de r e p a r a c i ó n puede e s t a r muy d i sm inu i da en algjj 

ñas va r i edade s de c é l u l a s como es el caso de l o s p a c i e n t e s con 

xeroderma pigmentosum. E s t o s i n d i v i d u o s carecen de l a endonij 

c l e a s a n e c e s a r i a para e l i m i n a r d ímeros i n d u c i d o s por r a d i a c i ó n 

u l t r a v i o l e t a y pos ib lemente o t r a s enzimas n e c e s a r i a s para r e -

u n i f i c a c i ó n de cabos r o t o s de l a mo lécu la de DNA. Al no poder 

r e p a r a r e s t o s daños s u b l e t a l e s , se acumulan mutac iones r a d i o -

i n d u c i d a s que l l e v a n a un incremento asombroso en l a s p o s i b i -

l i d a d de s u f r i r t r a n s f o r m a c i o n e s m a l i g n a s , sobre todo de la -

p i e l . En el i n d i v i d u o normal , s i se permite el paso de s u f i -

c i e n t e t iempo en t re la pr imera y la segunda i r r a d i a c i ó n , l a -

c é l u l a pud ie ra r epa ra r la mayor pa r te del daño s u b l e t a l y de 

esa manera no s u f r i r e fec to acumu la t i vo ( 3 3 ) . Por ende, l a s -

d o s i s f r a c c i o n a d a s s o l o e je r cen e f ec to acumu la t i vo s i l a repa_ 

r a c i ó n c e l u l a r no se completa en el i n t e r v a l o ent re una d o s i s 

y o t r a . 

En r a d i o t e r a p i a de tumores se toma venta ja de e s t e hecho, 

pues to que l a r e p a r a c i ó n del daño s u b l e t a l en la c é l u l a normal 

es más r áp i do que en l a c é l u l a t umora l . De e s t a manera l a s - -

c é l u l a s no n e o p l á s i c a s no s u f r e n el mismo e fec to a cumu l a t i v o 

que s u f r e n l a s c é l u l a s t u m o r a l e s , s i e n d o entonces menos daña-

das por e x p o s i c i o n e s r e p e t i d a s . 

La t r a n s f e r e n c i a de e n e r g í a l i n e a l (LET) i n f l u y e sobre -

el e f e c to r a d i o b i o l ó g i c o en s e n t i d o d i rec tamente p r o p o r c i o n a l . 

Al aumentar la LET, mayor es el e fec to b i o l ó g i c o o sea que se 



r e q u i e r e menor d o s i s para a l c a n z a r un mismo e f e c t o . La repara^ 

c i ó n del daño s u b l e t a l también depende de l a t r a n s f e r e n c i a de_ 

e n e r g í a l i n e a l aunque en p r o p o r c i ó n i n v e r s a , pue s to que e n t r e _ 

mayor sea l a LET menor s e r á l a c a p a c i d a d de r e p a r a c i ó n . Una __ 

e n e r g í a mayor conduce a una r e p a r a c i ó n c e l u l a r ba j a y v i c e ver^ 

s a . 

La v u l n e r a b i l i d a d de l a s c é l u l a s a la r a d i a c i ó n es a su _ 

vez depend ien te de d i v e r s o s f a c t o r e s como s o n : l a r e s p u e s t a _ 

i n h e r e n t e de una c é l u l a a un p u l s o de r a d i a c i ó n , l a c i n é t i c a _ 

de r e p a r a c i ó n c e l u l a r , l a o x i g e n a c i ó n c e l u l a r y el e s t ado p r o -

l i f e r a t i v o de l a s c é l u l a s en el momento de r e c i b i r el p u l s o de 

r a d i a c i ó n . Aún c é l u l a s de un mis/no t i p o y c o n d i c i ó n pueden _ 

p r e s e n t a r un rango ámpl io de s e c e r i d a d de l e s i o n e s a una misma 

e x p o s i c i ó n . La r a d i a c i ó n no se abso rbe un i formemente s i n o más 

b i é n a l a za r y por e s t a razón en unas c é l u l a s l a s i o n i z a c i o n e s 

pueden s e r l e t a l e s m i en t r a s que en o t r a s el daño no es c r i t i c o . 

Una v a r i a b l e impo r t an te es el e s t ado de o x i g e n a c i ó n c e l u l a r . _ 

Pue s t o que el o x í g e n o m o l e c u l a r p r e s e n t a dos e l e c t r o n e s no apa_ 

r e a d o s , e s t o s pueden i n t e r a c t u a r con r a d i c a l e s l i b r e s r a d i o i n -

d u c i d o s , aumentando su e f e c t o d a ñ i n o . E s t e " e f e c t o del o x í g e -

no" es de p a r t i c u l a r i m p o r t a n c i a en e l uso de r a d i a c i ó n para _ 

l a d e s t r u c c i ó n de t umo re s . F recuentemente el c e n t r o de e s t o s _ 

tumores es poco v a s c u l a r i z a d o y r e l a t i v a m e n t e h i p ó x i c o y por _ 

lo t a n t o e s t á " p r o t e j i d o " del e f e c t o i o n i z a n t e . 

Aunque e x i s t e n muchos s i t i o s i n t r a c e l u l a r e s de daño potei i 

c i a l , se acepta que l a mo lécu l a de ONA es el b l a n c o más v u l n e -

r a b l e a l a r a d i a c i ó n . Por e s t a r a zón l a i n d u c c i ó n de n e c r o s i s 

p o s t - r a d i a c i ó n e s t á int imamente c o r r e l a c i o n a d o con la a c t i v i -

dad r e p r o d u c t i v a de l a c é l u l a , t s t a v u l n e r a b i l i d a d v a r í a mar-

cadamente según l a f a s e del c i c l o c e l u l a r en l a cua l se encuera 

t r e l a c é l u l a . Se acepta que l a s f a s e s M y G9 del c i c l o s on 



la más s e n s i b l e ( 1 , 3 0 ) . S i una c é l u l a e s tá en m i t o s i s al r e -

c i b i r el pu l so de r a d i a c i ó n , é s ta puede s e g u i r ade lante y com 

p l e t a r la d i v i s i ó n s i la d o s i s no fué muy a l t a , pero puede re_ 

s u l t a r incapaz de s u f r i r nuevas d i v i s i o n e s (muerte reproducti_ 

v a ) . Por e s t a s r a zone s , l a s n e o p l a s i a s ma l i gnas poco d i fe re i i 

c i ada s de d u p l i c a c i ó n c e l u l a r r á p i d a , generalmente responden_ 

mejor a l a r a d i o t e r a p i a que l a s n e o p l a s i a s b ien d i f e r e n c i a d a s 

de c r ec im ien to l e n t o . Este p r i n c i p i o es a p l i c a b l e a l o s d i -

ve r so s t i p o s de c é l u l a s c o r p o r a l e s y l o s tumores que de e l l a s 

provengan. La rad i o sen s i bi 1 i dad de l o s d i v e r s o s t i p o s celula_ 

res y sus tumores se compara en la s i g u i e n t e tab la tomada de_ 

Rubin y Ca sa re t t ( 3 1 ) . 

RAD IOSENS IB IL IDAD DE CELULAS ESPECIALIZADAS 

Y SUS TUMORES 

Grado Cé l u l a s normales Tumores 

A l t o Cel . l i n f o i d e s , medu la res , germi-
n a l e s , del e p i t e l i o i n t e s t i n a l y _ 
de l_ fo l i_culo ovar ico 

Mod. E p i t e l i o ep idé rmico , o r o f a r í n g e o , 
A l to u r i n a r i o , e s o f á g i c o , g á s t r i c o y -

uretra l __ 
fíetfio TejTdo conectTvo, gT ia , endotelTo 

y hueso y c a r t í l a g o en crecimiento 

ReTat. Ce l . d e - c a r t í l a g o y hueso maduras 
Bajo e p i t e l i o g l a n d u l a r y s e r o s o , e p i -

t e l i o pulmonar, r e n a l , h e p á t i c o , -
p a n c r e á t i c o , pi t u i t a r i o , t i r o i deo 
y s u p r a r r e n a l . 

Leucemia-1 in foma, -
seminoma, tumor de-
cel_ula£ ¿ r a n u j o s a s ^ 
tarcTnoma e s p i n o c e -
1 u l a r , t r a n s i c i o n a l 
y adenoca_r£i noma^ __ 
F i b r o s a r c o m a s , a n g i £ 
sarcomas, a s t r o c i t -
omas. Estroma de tjj 
mores_. 
Condrosarcoma, o s -
teosarcoma, 1 i p o s a r 
coma, carcinoma e s -
p i n o c e l u l a r de p u l -
món y adenoca r c i no -
ma renal , h e p á t i c o , 
e t c . 

Bajo C é l u l a s musculares y g a n g l i o n a r e s Rabdomiosarcoma, 
1 e i o m i osarcoma, gan^ 
g1i oneuroma . 

Tabla No. 1 . - R a d i o s e n s i b i l i d a d de c é l u l a s e s p e c i a l i z a d a s y -
sus tumores. 



A pesa r de é s ta categor izac1<5n, toda c é l u l a puede s e r dañada^ 

o d e s t r u i d a con s u f i c i e n t e e x p o s i c i ó n a r a d i a c i ó n i o n i z a n t e . _ 

El daño produc ido por r a d i a c i ó n es v i s i b l e t an to en el __ 

c i t op l a sma como en el núc l eo . La r e s p u e s t a i n i c i a l se presen 

ta como un edema c e l u l a r con vacuol i z ac i ón del c i t o p l a s m a ; ul_ 

t r a e s t r u c t u r a l m e n t e aparece aumento del volumen de l a s m i t o - -

c o n d r i a s a s í como h inchazón y f r agmentac ión del r e t í c u l o endo 

p l á sm i co . Como dato c u r i o s o , l o s l i s o somas son r e l a t i v amen te 

r a d i o r e s i s t e n t e s y en o cac i one s parecen aumentar en número (7). 

Los núc leos se h i n chan , s u f r e n v a c u o l i z a c i ó n y con mayor expo 

s i c i ó n p re sen tan p i c n o s i s y c a r i o r r e x i s . El e n v o l t o r i o nuc le 

ar y la membrana c e l u l a r pueden romperse al r e c i b i r d o s i s _ 

g randes de r a d i a c i ó n . A n i v e í cromosómico puede ve r se g ran __ 

d i v e r s i d a d de daño en l a s c é l u l a s que e s t án d i v i d i é n d o s e ; es_ 

te c o n s i s t e en d e l e c i o n e s , r u p t u r a s , t r a n s l o c a c i o n e s , intera^J 

He renc i a s y f r a g m e n t a c i o n e s . Las f i g u r a s m i t ó s i c a s p i e rden _ 

su orden a d q u i r i e n d o aspecto c a ó t i c o . Este daño al apara to _ 

gené t i co c o n s t i t u y e la base de la l e t a l i d a d , o n c o g e n i c i d a d y _ 

mutagen i c idad de l a r a d i a c i ó n . De hecho la r a d i a c i ó n produce 

cambios nuc l ea r e s y m i t ó s i c o s que hacen que l a s c é l u l a s i r r a -

d i ada s se semejen a l a s c é l u l a s m a l i g n a s ; e s to f recuentemen-

te produce problemas al p a t ó l o go cuando é s t e hace una e v a l u a -

c i ón de t e j i d o p o s t - i r r a d i a c i ó n para determinar la presencia__ 

de tumor r e s i d u a l . 

El daño por r a d i a c i ó n r e p e r c u t i r á en una de l a s t r e s s i -

g u i e n t e s fo rmas : Ó mata a la c é l u l a ; ó l a i n c a p a c i t a para _ 

v o l v e r s e a r e p r o d u c i r ; Ó 7a t r an s f o rma ( a l t e r a c i ó n c e l u l a r ) . _ 

Una buena par te del e f e c to de la r a d i a c i ó n sobre l o s t e -

j i d o s o r g a n i z a d o s se debe a l o s cambios que se producen en la 

v a s c u l a t u r a y en l a s c é l u l a s c o n e c t i v a s de esos t e j i d o s . Du-

rante el pe r í odo p o s t - i r r a d i a c i ó n temprano, l o s va so s s u e l e n ^ 

p r e s e n t a r d i l a t a c i ó n , l o cual se hace e v i den te por el e r i tema 



cu táneo . Con el aumento en d o s i s aparecen cambios del endo t£ 

l i o v a s c u l a r c a r a c t e r i z a d o s por h i n c h a z ó n , v a c u o l i z a c i Ó n y _ 

aún d e s t r u c c i ó n completa. Los va so s más dañados pueden s u f r -

i r r u p t u r a , t r ombos i s y f i b r o s i s p r o g r e s i v a con e s t r e cham ien -

to de la l u z v a s c u l a r . El t e j i d o c o n e c t i v o c o n t i g u o se hace_ 

p rog re s i vamente más e s c l e r o s o . De é s t a manera l a s c é l u l a s _ 

pa renqu imatosa s son p r i v a d a s de apor te o x f g e n o - n u t r i c i o n a l y _ 

s u f r e n a t r o f i a y muerte ( 2 9 ) . 

La impo r t anc i a de conocer mejor l o s cambios s u f r i d o s por 

e l t e j i d o c o n e c t i v o v a s c u l a r i z a d o en la r a d i o t e r a p i a de tumor^ 

e s , a s f como el de s cub r im ien to de que l o s f i b r o b l a s t o s no s e _ 

comportan en forma i d é n t i c a independ ientemente del s i t i o de _ 

su o r i g e n ( 8 ) , han i n f l u i d o en l a m o t i v a c i ó n del p re sen te e s -

t ud i o . 

Se recuerda que el t e j i d o c o n e c t i v o v a s c u l a r i z a d o que _ 

forma el estroma de s o s t é n de un tumor no es par te del p r o ce -

so ma l i gno mismo, pero es e s e n c i a l para su d e s a r r o l l o y propa 

g a c i ó n . No se de s ca r t a la p o s i b i l i d a d de que é s te t e j i d o co-

n e c t i v o p r o l i f e r a en r e spue s t a a i n d u c t o r e s de c r e c i m i e n t o 11_ 

berados por l a s c é l u l a s ma l i gna s y que por e s ta razón l o s f i -

b r o b l a s t o s " t umora1 e s " t i enen i n f o rmac i ón que o t r o s f i b r o b l a s -

tos " n o r m a l e s " no t i e n e n , s i endo es ta i n f o rmac i ón el r e s u l t a -

do de la a s o c i a c i ó n e i n t e r a c c i ó n con c é l u l a s m a l i g n a s . 

d) R e v i s i ó n b i b l i o g r á f i c a . 

La l i t e r a t u r a sobre r a d i o b i o l o g í a de f i b r o b l a s t o s es ex -

t e n s a . Los p r i n c i p a l e s i n v e s t i g a d o r e s son : 

Deschavanne, F é r t i l , M a l a i s e y Lachet del L a b o r a t o r i o de 

R a d i o b i o l o g í a C e l u l a r del I n s t i t u t o G u s t a v e - R o u s s y , en V i l l e -

j u i f , F r anc i a ( 4 , 1 0 , 1 8 ) . 



A.W. Malcom y J . B . L i t t l e , d e l L a b o r a t o r i o de R a d i o b i o l o -

g í a de la F a cu l t ad de Med i c i na de la U n i v e r s i d a d de Harvard _ 

en B o s t o n , M a s s a c h u s e t t s , U . S .A . ( 1 9 , 2 0 ) . 

R. Cox, W.K. Masson, J . Thacker y O.T. Goodhead, de la 

Unidad de R a d i o b i o l o g í a , H a r w e l l , Oxon, I n g l a t e r r a ( 2 , 3 , 1 7 ) . _ 

C. Waldren, I . Rasco , del I n s t i t u t o de I n v e s t i g a c i ó n Can_ 

c e r o l ó g i c a de la U n i v e r s i d a d de C o l o r a d o , Denver , Co . , U . S .A . 

( 3 5 ) . 

El grupo f r a n c é s , Deschavanne, e t . a l . , h i z o una ex tensa 

r e v i s i ó n de la l i t e r a t u r a y encon t r a r on que no hab ía s i d o r £ 

por tado e s t u d i o c o m o a r a t i v o e n t r e f i b r o b l a s t o s i r r a d i a d o s en_ 

fase de c r e c i m i e n t o exponenc i a l y fa se de meseta no a l i m e n t a -

da, resembrados inmediatamente p 24 horas después de r e c i b i r _ 

la r a d i a c i ó n . E s to p e r m i t i ó deduc i r que é s te campo de i n v e s -

t i g a c i ó n era v i r g e n y que f a l t a b a n e s t u d i o s de é s t a s c a r a £ 

t e r í s t i c a s con f i b r o b l a s t o s no rma le s , l o más p robab le es que_ 

no hub i e ra e s t u d i o comparat ivo con f i b r o b l a s t o s d e r i v a d o s de_ 

t e j i d o n e o p l á s i c o . 

Con é s ta s u p o s i c i ó n en mente, se comunicó a t r a v é s del __ 

s i s tema computar i zado al Centro de I n f o r m á t i c a de C i e n c i a s _ 

Biorné di cas " M e d l i n e " en Bal t i more, Mary land y se s o l i c i t ó una 

r e v i s i ó n de la l i t e r a t u r a pub l i c ada en un per íodo de c i nco 

años ( a n t e r i o r e s a la fecha de s o l i c i t u d ) sobre f i b r o b l a s t o s _ 

de r i v ado s de estroma tumoral y e xpe r imen tac i ón r a d i O b i o l Ó g i c a 

con é s t e t i p o de f i b r o b l a s t o s . Además se s o l i c i t ó l i t e r a t u r a 

sobre r a d i o b i o l o g í a f i b r o b l á s t i c a g e n e r a l . 

El ma te r i a l r ecop i1ado por el Centro de I n f o r m á t i c a "Med-

l i n e " c o n s i s t i ó en 25 a r t í c u l o s sobre r a d i o b i o l o g í a genera l y 

n inguno sobre f i b r o b l a s t o s de o r i g e n tumoral ni su r a d i o b i o l o 

g í a . La nece s i dad de i n c u r s i o n a r en e s t e campo se h i z o paten^ 

t e . 

El grupo de Deschavanne, e t . a l . , c a l c u l ó l a d o s i s l e t a l 



media (Do) para f i b r o b l a s t o s normal e s , ent re 100 y 160 rads y 

una media de 120 rads y un número de e x t r a p o l a c i ó n (n) de 1.1. 

Recomendó el uso de la fa se de meseta no a l imentada para p o -

der obtener r e s u l t a d o s más r e l e v a n t e s a s i t u a c i o n e s c l í n i c a s ; 

comparó r e p a r a c i o n e s de daño s u b l e t a l en d i f e r e n t e s l a p s o s de 

t iempo en t re l a i r r a d i a c i ó n y la re s iembra y exper imentó con_ 

d o s i s f r a c c i o n a d a s en r e l a c i ó n a r e p a r a c i ó n de daño s u b l e t a l . 

t i grupo americano de Ma lco lm, L i t t l e , e t . a l . , p ropuso_ 

la h i p ó t e s i s de la nece s i dad de con tac to en t re membranas c e l u 

l a r e s para l l e v a r a cabo la r e p a r a c i ó n de daño s u b l e t a l prodj¿ 

c i d o por r a d i a c i ó n gamma y c a l c u l a r o n el tiempo c r í t i c o de 10 

minutos p o s t - i r r a d i a c i ó n para que o c u r r i e s e e s ta reparac ión.__ 

El grupo i n g l é s de Cox, Mas son , e t . a l . , p re sen tó una _ 

t é cn i c a de al imentac ión c e l u l a r ("feeder c e l l t e c h n i q u e l p a r a _ 

aumentar la e f i c i e n c i a de sembrado y de la capac idad formado-

ra de c o l o n i a s de f i b r o b l a s t o s ; a s í mismo e s t a b l e c i e r o n l a s _ 

den s i dades ópt imas para sembrado. Además p r o p u s i e r o n que l o s 

c u l t i v o s i r r a d i a d o s en pasa je s tempranos t i e nen menor c a p a c i -

dad de r e p a r a r daño s u b l e t a l que l o s c u l t i v o s de mayor " e d a d " . 

P r o p u s i e r o n l a e x i s t e n c i a de un f a c t o r d i f u s i b l e p re sen te en_ 

medio c ond i c i onado cuya f u n c i ó n es de f a c i l i t a r l a r e p a r a c i ó n 

del daño s u b í e t a l . 

O t ra s c o n t r i b u c i o n e s impor tan te s fueron l a s de M a r t i n , __ 

C u r t i s y Sprauge (21 ) sobre l o s e f e c t o s de l a edad, t e j i d o y _ 

geno t i po del donador sobre el tiempo de v ida d u p l i c a t i v a de 

c é l u l a s humanas en c u l t i v o . 

Barbara G i l c h r i s t ( 8 , 9 , ) r epo r t ó sus exper imentos s o b r e _ 

enve j e c im ien to c e l u l a r r e l a c i o n a d o a r a d i a c i ó n a c t í n i c a tanto 

en f i b r o b l a s t o s como en q u e r a t i n o c i t o s . 



P a t e r s o n , Anderson y B lake ( 25 ) r e p o r t a r o n el aumento de 

r a d i o s e n s i b i l 1 dad en f i b r o b l a s t o s de a t a x i a t e l a n g i e c t a s i a ma 

n i f e s t a d o s por de fec to en l a capac idad formadora de c o l o n i a s ^ 

y r educc i ón de la c apac i dad de r e p a r a c i ó n del DNA al r e c i b i r _ 

i r r a d i a c i ó n ga&iiha en c o n d i c i o n e s de h i p o x i a . 

Weichse lbaum, Nove y L i t t l e ( 37 ) r e p o r t a r o n un aumento _ 

de r a d i o s e n s i b i l i d a d en p a c i e n t e s con r e t i n o b l a s t o m a . 

Y o t t i , G l o v e r , T ro sko y Sega l ( 1 9 ) e s t u d i a r o n l o s e f e c t o s 

de r a d i a c i ó n sobre l a r e p a r a c i ó n del DNA y mutagénes i s en f i -

b r o b l a s t o s , comparando normales c on t r a s índrome de Down. No_ 

e n c o n t r a r o n d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s en l a s r e s p u e s t a s . La 

e s p e c u l a c i ó n de que el a l t o r i e s g o de d e s a r r o l l a r n e o p l a s i a s ^ 

en la T r i s omfa 21 fue se debido a f a l l a s en 1 a d u p l i c a c i Ó n de_ 

DNA, no pudo ser fundamentada. 



I I M A T E R I A L E S Y METODO 

a) M a t e r i a l b i o l ó g i c o . 

Como f u e n t e s de t e j i d o se u t i l i z a r o n p i e z a s q u i r ú r g i c a s 

f r e s c a s con d i a g n ó s t i c o a n a t ó m i c o de pulmón norma l y de adeno 

c a r c i n o m a de g l á n d u l a mamar i a . El t e j i d o p u l m o n a r se o b t u v o _ 

de un p a c i e n t e de l s e x o m a s c u l i n o de 14 años de e d a d . E s t e _ 

t e j i d o p u l m o n a r f ué e t i q u e t a d o como c u l t i v o C - 8 2 - 2 3 . El t e j í , 

do n e o p l á s i c o se o b t u v o de una p a c i e n t e de l s e x o f e m e n i n o de_ 

70 año s de edad que d e s a r r o l l ó un c á n c e r de l a g l á n d u l a mama-

r i a i z q u i e r d a , d i a g n ó s t i c a d o como a d e n o c a r c i n o m a d u c t a l i n f i l _ 

t r a n t e , moderadamente d i f e r e n c i a d o , ( A . P . Q - 8 2 - 0 0 3 ) . En e l _ 

l a b o r a t o r i o de t e j i d o s fué e t i q u e t a d o como c u l t i v o C - 8 2 - 2 1 . _ 

F i g u r a No. 10 . S e c c i ó n h i s t o l ó g i c a de pu lmón norma l que mués 
t r a t e j i d o c o n e c t i v o v a s c u l a r i z a d o . H y E , 10X 



F i a u r a No 1 1 . S e c c i ó n h i s t o l ó g i c a de a d e n o c a r c i n o m a d u c t a l _ 
i n f i l t r a n t e d_e^5 lándu la mamari a . H 10 X 

F i g u r a No 12 . S e c c i ó n h i s t o l ó g i c a de a d e n o c a r c i n o m a m a m a r i o ; 
o b s é r v e s e e l t e j i d o c o n j u n t i v o que r o d e a un i s 
l o t e de c é l u l a s m a l i g n a s . H y E , 40X 



b) M a t e r i a l no b i o l ó g i c o . 

Como medio de c u l t i v o se u t i l i z ó medio RPMI -1640 en s o l u 

c i ó n s a l i n a de E a r l e , suplementado con 10% de suero f e t a l de_ 
5 

t e r n e r a , 1% de g l u t a m i n a , a s í como 10 un idades de p e n i c i l i n a 

y 10 5 microgramos de e s t r e p t o m i c i n a por l i t r o . El pH f i n a l -

del medio fué de 7.3 y se c a l e n t ó a 37°C an te s de su u so . 

Se preparó s o l u c i ó n s a l i n a con amor t i guado r f o s f a t o (PBS ) 

por el método d e s c r i t o por Kruse (16 ) y se e s t e r i l i z ó en auto 

c l a v e . Se p reparó t r i p s i n a ( D i f c o 1 ;250 ) en forma de s o l u — 

c i ón al 0 .25% en PBS (26) y se e s t e r i l i z ó por f i l t r a c i ó n con_ 

m ic ropo re de 0 . 45 m i e r a s . 

Se u t i l i z a r o n f r a s c o s de p o l i e s t i r e n o T-25 de Co rn i ng _ 

para s iembra y s u b c u l t i v o . 

c) Método de c u l t i v o . 

I n i c i a c i ó n del C u l t i v o : Los especímenes fueron t ran spo r , 

tados al l a b o r a t o r i o en s o l u c i ó n s a l i n a amort i guada (PBS) y _ 

t r a b a j a d o s con e s t r i età a s e p s i a . Dentro de una campana de flu_ 

jo v e r t i c a l l am ina r se p roced i ó a e f e c t u a r d i s o c i a c i ó n mecáni_ 

ca del t e j i d o , e s cog i endo l a s zonas de a specto v i a b l e y r e t i -

rando l a s de a specto n e c r ò t i c o . Para é s te e fec to se u t i l i z a -

ron ho j a s de b i s t u r í y p i n z a s de d i s e c c i ó n e s t é r i l e s . El t e -

j i d o s iempre permaneció inmerso en PBS dent ro de una ca ja de__ 

P e t r i para e v i t a r d e s e c a c i ó n . Se o b t u v i e r o n 20 a 30 f ragmen-

to s de aproximadamente 1 mm que fue ron t r a n s f e r i d o s mediante 
o 

el uso de p i pe ta P a s t e u r , a 3 f r a s c o s de c u l t i v o con 25 cm _ 

de s u p e r f i c i e de c u l t i v o . 



Una vez c o l o c a d o s l o s e x p l a n t e s en l o s f r a s c o s , se l e s _ 

a d i c i o n a r o n 2 mi . de s ue ro f e t a l de t e r n e r a , 200 un idade s de 

p e n i c i l i n a y 200 m i c rog ramos de e s t r e p t o m i c i n a . Los f r a s c o s 

se c e r r a r o n y se p a s a r o n a i n c u b a c i ó n a 37®C con a tmó s f e r a _ 

húmeda y con 52 de CO^. Los c u l t i v o s no f ue r on mov idos s j 

no h a s t a el t e r c e r d í a p o s t - e x p l a n t e . E s t e p r o c e d i m i e n t o ti¿ 

vo como o b j e t i v o p e r m i t i r l a a d h e r e n c i a del e x p l a n t e a l a si¿ 

p e r f i c i e de c r e c i m i e n t o . De no s e r a s í , e s f e flota y no p r o s -

pera el c u l t i v o . Al t e r c e r d í a se decantó el s u e r o y se r e -

puso con 3 mi. de medio RPM I - 1640 sup lementado en l a forma _ 

an te s d e s c r i t a . Al c u a r t o o q u i n t o d ía de c u l t i v o se o b s e r -

va ron l o s p r i m e r o s f i b r o b l a s t o s s a l i e n d o del e x p l a n t e ; en _ 

un p r i n c i p i o f ue r on p o c o s , pequeños y se e n c o n t r a r o n muy c e £ 

ca del e x p l a n t e . Con el t iempo a d q u i r i e r o n mayor tamaño y _ 

m o v i l i d a d , l l e g a n d o a e m i g r a r a p a r t e s l e j a n a s a l e x p l a n t e . _ 

El aumento de l a s e x i g e n c i a s m e t a b ó l i c a s h i z o n e c e s a r i o cam-

b i a r el medio de c u l t i v o con f r e c u e n c i a (aprox imadamente c a -

da c u a r t o d í a ) s i e n d o l a p r o d u c c i ó n de á c i d o un i n d i c a d o r ú -

t i l para j u z g a r la n e c e s i d a d de cambio . E s t o fué v i s i b l e _ 

por el v i r a j e del r o j o f eno l a c o l o r a m a r i l l o a l b a j a r el pH. 

P a u l a t i n a m e n t e l o s e s p a c i o s e n t r e una célula y o t r a f u e -

ron ocupados por nuevas c é l u l a s h a s t a que a l f i n a l de l a t e r -

cera semana, se e s t a b l e c i ó una monocapa c o n f l u e n t e y a p a r e c i ó 

la i n h i b i c i ó n de la r e p r o d u c c i ó n c e l u l a r s u c i t a d a por el c o n -

t a c t o e n t r e l a s membranas c i t o p l á s m i c a s de una y o t r a c é l u l a . 

En ese momento el c u l t i v o se e n c o n t r ó en c o n d i c i ó n de s e r sub^ 

c u l t i v a d o y de p a s a r a s í a l a f a s e I I de H a y f l i c k . 

S u b c u l t i v o de Monocapas C o n f l u e n t e s : Tan p r o n t o como __ 

c o n f l u y ó l a monocapa, se p r o c e d i ó a r e t i r a r el medio a g o t a d o _ 

y l a v a r el c u l t i v o r epe t i d amen te con PBS l i b r e de i o n e s de _ 

c a l c i o y m a g n e s i o . Pue s to que é s t o s i one s son i n d i s p e n s a b l e s 

para l a a g r e g a c i ó n de unas c é l u l a s con o t r a s , é s t o s d e b i e r o n ^ 

r e t i r a r s e para p e r m i t i r una mejor d i s p e r s i ó n de l a s c é l u l a s _ 

c o n s t i t u t i v a s de l a monocapa. E s t a d i s p e r s i ó n f a c i l i t ó l a _ 



c u a n t i f i c a c i ó n c e l u l a r a s í como una r e s i e m b r a más u n i f o r m e . _ 

La d i s o c i a c i ó n de l a monocapa se ob tuvo mediante e l uso de _ 

enz imas p r o t e o l T t i c a s ; se p r e f i r i ó el uso de t r i p s i n a al _ 

0 ,25% en s o l u c i ó n s a l i n a con a m o r t i g u a d o r de f o s f a t o ( P B S ) . _ 

E s t a s o l u c i ó n t r i p s i n a - P B S p rev i amen te c a l e n t a d a a 37°C, s e _ 

a g r e g ó a r a zón de 2 mi . por cada f r a s c o T - 2 5 , se pasó a l a _ 

i n c u b a d o r a y se p e r m i t i ó actuar por 4 a 10 m i n u t o s . El t i em 

po de i n c u b a c i ó n depend ió de l a a c t v i d a d b i o l ó g i c a de l a s o -

l u c i ó n e n z i m à t i c a , ( e n t r e más e n v e j e c i d a l a s o l u c i ó n se r e -

q u i r i ó más t iempo de e x p o s i c i ó n ) , y del t iempo que t u v i e r a _ 

de c o n f l u i d a l a monocapa ( e n t r e más t iempo t u v i e s e de c o n f l u 

ida l a monocapa, más t iempo fué n e c e s a r i o para que l a t r i p s 

na d i s o c i a r a a l a s c é l u l a s ) . 

Una o b s e r v a c i ó n c u i d a d o s a y el uso de pequeños g o l p e s al 

f r a s c o de c u l t i v o r e v e l a r o n e l momento de d e s p r e n d i m i e n t o y _ 

d i s o c i a c i ó n de l a monocapa. Una a g i t a c i ó n v i g o r o s a completó 

la d i s o c i a c i ó n e i nmed ia tamente se a d i c i o n a r o n unas g o t a s de 

s ue ro f e t a l de t e r n e r a para i n a c t i v a r l a t r i p s i n a . Las cé l i ¿ 

as se c e n t r i f u g a r o n , se l a v a r o n con PBS l i b r e de c a l c i o y de 

magnes io y se de te rm inó el p o r c e n t a j e de v i a b i l i d a d . Para _ 

conoce r el p o r c e n t a j e de c é l u l a s v i v a s se u t i l i z ó l a p r u e b a _ 

de e x c l u s i ó n de azu l de t r i p a n o ( 1 6 , 2 6 , 3 4 ) . En l a s s e r i e s _ 

t r a b a j a d a s ( C - 8 2 - 2 1 y C - 8 2 - 2 3 ) el p o r c e n t a j e de c é l u l a s v i a -

b l e s e ra de 97+2%. P o s t e r i o r m e n t e l a s c é l u l a s se resuspendj_ 

e ron en medio f r e s c o y se sembraron en forma r e d u c c i o n a l , o__ 

sea que de cada f r a s c o o r i g i n a l se o b t u v i e r o n dos f r a s c o s de 

r e s i e m b r a . Al e f e c t u a r s e e s t e p r ime r p a s a j e , el t e j i d o p a s ó _ 

a l a f a s e de c r e c i m i e n t o l o g a r í t m i c o . La o b s e r v a c i ó n de l o s 

c u l t i v o s en e s t a f a s e r e v e l ó g r an c a n t i d a d de c é l u l a s de f o r 

ma e s f e r o i d e a . E s t a s formas c o r r e s p o n d i e r o n a l a c o n t r a c c i ó n 

p r e - m i t ó t i c a que s u f r e n l o s f i b r o b l a s t o s . Las c é l u l a s en fa_ 

se e s f e r o i d e se a d h e r i e r o n muy laxamente a l a s u p e r f i c i e de_ 

c r e c i m i e n t o y se d e s p r e n d i e r o n con f a c i l i d a d . E s t a s c é l u l a s 

se d e s p l a z a r o n con mov im ien to s p a s i v o s del l f q u i d o n u t r i t i v o 



y se e s t a b l e c i e r o n en s i t i o s l e j a n o s al de su o r i g e n . 

Como el c u l t i v o p r i m a r i o pasó a c o n s t i t u i r s e en cepa ce 

l u l a r , se a b r i ó la p o s i b i l i d a d de a l t e r a c i ó n en el número mo 

dal de cromosomas. Se p roced i ó entonces a la c a r i o t i p i f i c a -

c i ó n c e l u l a r . 

d) Método de c a r i o a n á l i s i s . 

Para de te rm ina r s i los c u l t i v o s s e g u í a n s i endo d i p l o i d e s 

o s i hab ían s u f r i d o a l t e r a c i ó n cromosómica, se p r o ced i ó a e -

f e c t u a r c a r i o a n á l i s i s con el método de Moorhead para f i b r o -

b l a s t o s (16 ) mod i f i c ado en nue s t r o l a b o r a t o r i o . La modif ica^ 

c i ón al método c o n s i s t i ó en un a l a r g a m i e n t o del t iempo de ex 

p o s i c i ó n a s o l u c i ó n h i p o t ó n i c a . El método fué el s i g u i e n t e : 

P r imero : Al medio de c u l t i v o se agregó col ch ic i na a una 

c o n c e n t r a c i ó n f i n a l de 0.4 microgramos por mi. 

y se incubó a 37°C por 3 h o r a s ; e s to produjo 

de tenc ión de l a s m i t o s i s en meta fa se . 

Segundo: Se r e t i r ó el medio de c u l t i v o , se l a vó en P8S 

l i b r e de c a l c i o y magnes io y se cosechó con _ 

t r i p s i n a . La s u s p e n s i ó n se c e n t r i f u g ó a 200g 

por 5 min para formar botón . 

T e r c e r o : Después de a s p i r a r el s ob r enadan te , se r e s u s - -

pend ie ron l a s c é l u l a s con 5 mi. de s o l u c i ó n _ 

h i p o t ó n i c a de KCl ( 0 . 0 7 5 M), de jándose h i n c h a r 

por 14 a 18 m inu to s . Se ag regó una gota de f i -

j ado r f r í o (metanol a b s o l u t o y á c i do a c é t i c o _ 

g l a c i a l 3 : 1 v / v ) . Se r e su s pendió y cent r i fugó__ 

nuevamente. 

Cua r t o : Se r e t i r ó el s o b r e n a d a n t e , s e a g rega ron 5 ml.de 

f i j a d o r f r e s c o y se f i j ó por 30 m i n u t o s . 



Q u i n t o : Se r e s u s p e n d l ó y c e n t r i f u g ó con c a n t i d a d e s c a -

da vez menores de f i j a d o r h a s t a ob tener una _ 

s u s p e n s i ó n den sa . 

S e x t o : Se de ja ron caer 2 a 3 go ta s de l a s u s p e n s i ó n ^ 

de una a l t u r a de 50 cm., sobre un p o r t a - o b j e - -

tos p rev iamente l i m p i a d o con metanol f r í o . Se 

f lameó ráp idamente para remover el exceso de _ 

f i j a d o r . 

Sép t imo : Se dejó s eca r en l u g a r U b r e de p o l v o , se t i ñÓ 

con Giemsa, se secó y se ob se r vó a I n m e r s i ó n . _ 

e ) Método de r a d i a c i ó n y c u a n t i f i c a c i ó n . 

Se s e l e c c i o n a r o n 6 f r a s c o s de c u l t i v o de cada s e r i e , cu -

ya monocapa fuese c o n f l u e n t e y se p r o ced i ó a p a s a r l o s a una_ 

f a s e de meseta no a l imentada como p ropue s to por Deschavanne_ 

( 4 ) . E s t o t r a j o como con secuenc i a una r e d u c c i ó n al máximo _ 

de l a a c t i v i d a d m i t ó t i c a del c u l t i v o . Los exper imentos de _ 

Robe r t son y Nagasawa han demostrado que en e s t a f a se de c u l -

t i v o , 90% de l a s c é l u l a s se encuent ran en l a f a s e G^ del c f -

c l o c e l u l a r (determinado por a n á l i s i s m 1 c r o f l u o r l m é t r i c o ) y _ 

s o l o un 0 . 5 - 2 . 0 % se encuent ran en f a s e S del c i c l o c e l u l a r _ 

( demos t r ab l e por I n c o r p o r a c i ó n de 3 H - t 1 m 1 d 1 n a ) . ( 1 9 , 2 0 ) . 

Los c u l t i v o s de l a s e r i e C - 8 2 - 2 3 (pulmón normal ) se en -

c o n t r a r o n en el sépt imo pa sa j e y l o s c u l t i v o s de l a s e r i e C -

8 2 - 2 1 (adenocarc inoma mamario) se encon t raban en su oc tavo _ 

p a s a j e , aceptándose en tonces que é s t o s p re sen taban r e l a t i v a -

mente l a misma edad en c u l t i v o . 

Como f uen te de r a d i a c i ó n gamma se u t i l i z ó apa r a t o T e r a - -

t r o n 80 de l a M Canad1an Atomic Energy Comm1ss1on", con I s ó t o p o 

de c o b a l t o 6 0 . Se a d m i n i s t r a r o n d o s i s de 0 a 250 rads en m£¡T_ ; 



t i p l o s de 50 rads a l o s d i f e r e n t e s f r a s c o s de c u l t i v o . La 

r ap i dez de a d m i n i s t r a c i ó n de la d o s i s fue de 84 rads por m i -

nu to . Cada s e r i e se c o r r i ó con su p r o p i o c o n t r o l . La radia^ 

c i ón se e f e c tuó a temperatura ambiente. Se a j u s t ó el n i v e l _ 

de I f q u i d o de c u l t i v o para que e x i s t i e s e una capa de 0 .5 cm. 

de g r o s o r sobre la monocapa c e l u l a r . E s to p e r m i t i ó el máx i -

mo e f e c t o de la r a d i a c i ó n gamma sobre el c u l t i v o . La r a d i a -

c i ó n se a d m i n i s t r ó como d o s i s ún i ca sobre un campo de 10xl0__ 

cm., con una homogeneidad de d o s i s de aproximadamente 98 - 2% , 

De e s t a manera: 

El f r a s c o No. 1 r e c i b i ó 0 rads ( c o n t r o l ) 

El f r a s c o No. 2 r e c i b i ó 50 rads 

El f r a s c o No. 3 r e c i b i ó 100 rads 

El f r a s c o No. 4 r e c i b i ó 150 rads 

El f r a s c o No. 5 r e c i b i ó 200 rads y 

El f r a s c o No. 6 r e c i b i ó 250 r a d s . 

Inmediatamente después de t e rm ina r la r a d i a c i ó n , l o s cul_ 

t i v o s se pasaron a i n c u b a c i ó n a 37 0C,e 'n a tmós fe ra húmeda, 5% 

C02 por 18 ñora s para p e r m i t i r la r e p a r a c i ó n de daño s u b l e t a l 

( 2 , 4 , 7 , 1 9 ) . El medio de c u l t i v o no fué cambiado 'para ap rovecha r 

l o s f a c t o r e s de r e g e n e r a c i ó n p r e s e n t e s en el mismo ( 1 7 ) . 

• 

Al comp le ta r se el pe r i odo de 18 h o r a s , l o s c u l t i v o s se 

co secha ron en la forma d e s c r i t a y se c u a n t i f i c ó el número de_ 

c é l u l a s p re sen te s en el s ob renadante mediante el uso de la cS 

mara de Neubauer. Se p roced i ó a e f e c t u a r una re s i embra redu£ 

c i o n a l con un número conoc ido de c é l u l a s para cada f r a s c o 

i r r a d i a d o a s í como del c o n t r o l . Se a d i c i o n ó medio f r e s c o a l _ 

medio i r r a d i a d o y se p e r m i t i ó i ncuba r por 15 d í a s con una cam 

b i o de medio al sépt imo d í a . Al comp le ta r se l a s 2 semanas de 

c u l t i v o p o s t - i r r a d i a c i Ó n , se co secha ron nuevamente l a s roonoca_ 

pas y se c u a n t i f i c ó el número t o t a l de c é l u l a s en l o s dos _ 

f r a s c o s de s u b c u l t i v o o b t e n i d o s de cada f r a s c o o r i g i n a l que 



r e c i b i ó r a d i a c i ó n . E s t a c i f r a se comparó con l a c i f r a o b t e -

n ida en l a p r imera cosecha p o s t - i r r a d i a c i Ó n (a l a s 18 h o r a s ) 

y se e s t a b l e c i ó una d i f e r e n c i a l l amada " v a l o r de s o b r e v i d a " , 

( S V ) . De e s t a manera: 

S o b r e v i d a « r ecuen to c e l u l a r a l o s 15 d í a s p o s t - 1 r r a d i a c i o n 

recuen to c e l u l a r a l a s 18 h o r a s p o s t - i r r a d i a c i ó n 

RC« 
SV « — 

RZX 

P o s t e r i o r a su c u a n t i f i c a c i Ó n , l a s c é l u l a s se d e s c a r t a -

ron y se p r e p a r a r o n nuevos c u l t i v o s en meseta no a l imen tada _ 

para i r r a d i a c i ó n . E s t o s e xpe r imen to s se r e p i t e n en segunda _ 

y t e r c e r a o c a s i ó n . . En t o t a l , de cada t e j i d o e x p l a n t a d o , s e _ 

o b t u v i e r o n 18 monocapas para i r r a d i a c i ó n , d i v i d i d a s en 3 t an_ 

as de 6 f r a s c o s . Pues to que f ue ron dos d i f e r e n t e s t e j i d o s ex 

p l a n t a d o s , el t o t a l de f r a s c o s s omet i do s a r a d i a c i ó n gamma 

fué de 36 . 

Pulmón normal 
C - 8 2 - 2 3 

S e r i e A, F r a s c o s 

S e r i e B , F r a s c o s 

S e r i e C, F r a s c o s 

1 - 6 0 - 2 50 rads 

1 - 6 0 - 2 50 rads 

1 - 6 0 - 2 5 0 rads 

Adenoca r c i noma 
C - 8 2 - 2 1 

S e r i e A , F r a s c o s 

S e r i e B , F r a s c o s 

S e r i e C, F r a s c o s 

1 - 6 0 - 2 50 r ad s 

1 -6 0 - 2 50 r ad s 

1 -6 0 - 2 5 0 rads 



I I I . RESULTADOS. 

a ) R e s u l t a d o s p r e l i m i n a r e s . 

C a r a c t e r i s t i c a s de l a s c é l u l a s en c u l t i v o : El c u l t i v o _ 

C - 8 2 - 2 3 ( pu lmón n o r m a l ) r i n d i ó c é l u l a s de t i p o f i b r o b l á s t i c o 

ú n i c a m e n t e . El c u l t i v o C - 8 2 - 2 1 ( a d e n o c a r c i n o m a mamar i o ) e n _ 

e l p e r í o d o p r i m a r i o r i n d i ó e s c a s a s c é l u l a s t u m o r a l e s de muy_ 

b a j a v i a b i l i d a d . E s t a s c é l u l a s nunca se a d h e r i e r o n a l a su 

p e r f i c i e de c u l t i v o n i p r o p a g a r o n . P r o n t o m o s t r a r o n c a r a c t e r 

í s t i c a s d e g e n e r a t i v a s y f u e r o n d e s a p a r e c i e n d o r á p i d a m e n t e . _ 

La s e g u n d a p o b l a c i ó n c e l u l a r que r i n d i ó el tumor mamar io f ué 

f i b r o b l a s t i c o . E s t a p o b l a c i ó n s í f ué v i g o r o s a en s u c r e c i -

m i e n t o y p r e s e n t ó c a r a c t e r í s t i c a s m o r f o l ó g i c a s y c i n é t i c a s 

i n d i s t i n g u i b l e s de a q u e l l o s f i b r o b l a s t o s o b t e n i d o s del c u U i 

vo de pu lmón n o r m a l . 

F i q u r a No 13 C é l u l a s p r i m a r i a s de a d e n o c a r c i n o m a m a m a r i o . 
O b s é r v e s e l a fo rma r e o o n o e a d a y el a s p e c t o 
a r a n u l o s o del c i t o p l a s m a . T e j i d o v i v o , 10X 



Ambas c epa s c e l u l a r e s , C - 8 2 - 2 3 ( p u l m ó n n o r m a l ) y C - 8 2 -

21 ( c a r c i n o m a mamar i o ) d e s a r r o l l a r o n c é l u l a s a l a r g a d a s de _ 

a p r o x i m a d a m e n t e 180X15 m i e r a s . Cuando aún e x i s t í a b a s t a n t e _ 

e s p a c i o e n t r e c é l u l a y c é l u l a , se o b s e r v ó que é s t a s a d o p t a -

ron una fo rma a b a n i c a d a con una p r o l o n g a c i ó n f i n a , e x t r a o r d i _ 

n a r i ámente l a r g a , misma que p o d í a e n t r a r en c o n t a c t o con o - -

t r a s c é l u l a s . Cuando el c r e c i m i e h t o f ué más d e n s o , l a s c é l i ¿ 

l a s se v o l v i e r o n f u s i f o r m e s y a d o p t a r o n o r i e n t a c i ó n en d i r e c 

c i ó n común y f r e c u e n t e m e n t e a p a r e c i e r o n p a t r o n e s de c r e c i m i -

e n t o a r r e m o l i n a d o s . L a s c é l u l a s p r e s e n t a r o n un s o l o n ú c l e o , 

que p o d í a s e r r e d o n d e a d o , o v a l a d o o e l o n g a d o , de a c u e r d o a _ 

l a fo rma que a d o p t ó l a c é l u l a s e g ú n l a d e n s i d a d de p o b l a c i ó n . 

El n ú c l e o c o n t e n í a 1 a 4 n u c l é o l o s que p o d í a n s e r o v a l a d o s o 

de a s p e c t o r a m i f i c a d o . E s t a s c é l u l a s e r a n muy t r a n s p a r e n t e s , 

con c i t o p l a s m a f i n a m e n t e g r a n u l o s o ; p a r a su o b s e r v a c i ó n s e _ 

p r e f i r i ó m i c r o s c o p í a con c o n t r a s t e de f a s e . 

F i g u r a No. 1 4 . C é l u l a s p r i m a r i a s de l t e j i d o c o n j u n t i v o que 
m u e s t r a n fo rma t í p i c a m e n t e f i b r o b l á s t i c a . T e -
j i d o f i j a d o , H y E , 10X 



0 1 3 7 0 7 34 

F i g u r a No 15 . F i b r o b l a s t o s " a b a n i c a d o s " de p o b l a c i ó n p o c o _ 
y " d e n s a O b s é r v e n s e l a s p r o l o n g a c i o n e s f i n a s 

y l a r a m i f i c a c i ó n n u c l e o l a r . F i j a d o , H y E , 40X 

F i g u r a No. 1 6 . F i b r o b l a s t o s f u s i f o r m e s de p o b l a c i ó n d e n s a . _ 

T e j i do f i j a d o , H y E , l u x 



C a r a c t e r í s t i c a s c romosomi ca s : E l a n á l i s i s c r o m o s ó m i c o _ 

de l a cepa C - 8 2 - 2 3 (pu lmón n o r m a l ) m o s t r ó un complemento e r o 

mosómico de 46 XY . Se c o n c l u y ó que no h a b í a a l t e r a c i ó n c r o -

m o s ó m i c a , que el t e j i d o e r a d i p l o i d e y adecuado p a r a el expe 

r i mento . 

E l a n á l i s i s c r o m o s ó m i c o de l a cepa C - 8 2 - 2 1 ( a d e n o c a r c i -

noma mamar i o ) m o s t r ó un comp lemento c r o m o s ó m i c o de 46 XX . _ 

Tamb ién se j u z g ó l i b r e de a l t e r a c i ó n y adecuado pa ra el expe 

r i m e n t o como t e j i d o d i p l o i d e . 

0 < * 

** ?» 
< r 

< w ; 

F i g u r a No. 17 . M e t a f a s e de f i b r o o l a s t o de o r i g e n p u l m o n a r 

C - 8 2 - 2 3 G i e m s a , 100 X 



o 
0» 

F i g u r a No. 18 . M e t a f a s e de f i b r o b l a s t o d e r i v a d o de l c u l t i v o 
de a d e n o c a r c i n o m a m a m a r i o . G i e m s a , 100X 

L o s c a r i o t i p o s a rmados que se m u e s t r a n o c o n t i n u a -
c i ó n , no m u e s t r a n a l t e r a c i ó n . 
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b) R e s u l t a d o s de la e x p e r i m e n t a c i ó n 

El computo de da to s o b t e n i d o s en l o s exper imentos 
se resume*' en l a s s i g u i e n t e s t a b l a s : 

A B C X 

R C J R C 2 SVX R C J R C 2 SV% R C J R C 2 S U 

C o n t r o l 301 221 73 330 314 95 266 162 61 76.: 

dJ rad 372 140 37 481 168 34 352 150 42 37. t 

[lOO rad 164 145 88 122 99 81 372 153 41 70 

150 rad 371 202 54 354 140 62 462 238 51 ¿5.7 

Í00 rad 240 60 25 89 20 23 113 22 20 22.6 

250 rad 136 17 12 552 111 20 466 37 7 13.4 

Tabla No. 2 . - Va l o r e s de s o b r e v i d a para f i b r o b l a s t o s pulmo-
na re s ( C - 8 2 - 2 3 ) e xpue s t o s a r a d i a c i ó n gamma. 
F a c t o r : 5 , 0 0 0 . % ~ 

A B C X 

R C J R C ? su R C 1 RC2 s u RC 1 R C 2 S U 

Cont ro l 42 .5 11 26 53 3 8 . 5 73 6 2 . 8 50 80 59.6 

sO rad o$ . 5 19 29 9 8 . 5 11.5 11.6 33 35.5 107 49.2 

1J0 rad 61.5 26 .5 43 70 10 13 20 18 30 4 a 6 

250 rad 82 28 .5 34.; 45 3 .75 8 .3 44 28 .5 64.7 35.9 

200 rad 109 34 31.1 87 12.2 14 35 31 .5 90 45 

250 rad 104.5 18 17 36 7 19.4 50 42 .5 85 40.4 

Tab la No. 3 . - V a l o r e s de s o b r e v i d a para f i b r o b l a s t o s de e s -
troroa tumora l { C - 8 2 - Z l l expues tos a r a d i a c i ó n 
gamma. F a c t o r : 5 , 0 0 0 , 



La g r a f i c a c i ó n de é s t o s r e s u l t a d o s muestra l a s s i g u i e n t e s 

c u r v a s : 1 0 0 % 

SV 50% 

0% 

O .5 1 1 .5 2 2.5 

rads 100X 

G r á f i c a No. 2 . Po r cen ta je de s o b r e v i d a de f i b r o b l a s t o s pulmón^ 
a re s expues tos a r a d i a c i ó n gamma. ~ 

La cu rva muestra una pend iente " b r u s c a " con una muesca en 
el v a l o r de s o b r e v i d a tomado a l o s 50 r a d s . 

100% 

r ad s 100X 

G r á f i c a No. 3. Po r cen ta je de s o b r e v i d a de f i b r o b l a s t o s de e s -
troma tumo r a l e xpue s to s a r a d i a c i ó n gamma. 

La cu rva muestra una pend ien te " s u a v e " con una pequeña 

muesca en el v a l o r de s o b r e v i d a tomado a l o s 150 r a d s . 



En ámbas cu rvas aparece un v a l o r que se a l e j a de l a t e n - -

dencia de la cu r va . E s t a s d e s v i a c i o n e s de l o s v a l o r e s se d e - -

ben a problemas t é cn i c o s que c o n s i s t e n en de sp rend im ien to celu^ 

l a r incompleto de l o s f r a s c o s de c r e c i m i e n t o . Pue s to que e s to 

es n e c e s a r i o para l l e v a r a cabo la c u a n t i f i c a c i ó n c e l u l a r , l a _ 

f a l t a de desprend imiento l l e v a a v a l o r e s equivocadamente b a j o s . 

Debido a que e x i s t e e r r o r t é cn i co en é s t o s c á l c u l o s , se p r o ce -

de a s u p r i m i r el v a l o r obten ido en el l a b o r a t o r i o y en su l u -

gar c o l o c a r un v a l o r obten ido por c á l c u l o mediante el uso de _ 

r e g r e s i ó n l i n e a l , (método de cuadrados m ín imos )»basándose en _ 

el comportamiento matemático de la cu r va . 

De esa manera, la d e s c r i m i n a c i ó n de datos poco c o n f i a b l e s 

produce cu r va s más f a c t i b l e s , mismas que se g r a f l c a n de l a s si^ 

gu i en te s fo rmas : 

rads 100X 

G rá f i c a No. 4. Po rcenta je de s ob r e v i d a de f i b r o b l a s t o s pulmón 
a re s expuestos a r a d i a c i ó n gamma. V a l o r co r re 
g ido para 50 r a d s . [ R e g r e s i ó n l i n e a l , método^ 
de cuadrados m ín imos ) . 
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G r á f i c a No. 5. 

0 .5 1 1.5 2 2.5 

rads 100X 

Po rcen ta je de s o b r e v i d a de f i b r o b l a s t o s de es 
troma tumoral expues to s a r a d i a c i ó n gamma. Va 
l o r c o r r e g i d o para 150 r a d s . ( R e g r e s i ó n l i n e 
a l , método de cuadrados m ín imos ) . 

La s o b r e p o s i c i ó n de v a l o r e s de s o b r e v i d a para l a s dos se 
r i e s , demuestra l o s i g u i e n t e : 

F. Norma les , Do=178 

F. Tumorales, Do=27ó 

100 150 
rads 

200 250 

G r á f i c a No. 6 Comparación de comportamiento de curvas de s o -
b rev i da para f i b r o b l a s t o s pulmonares y de e s t r o 
ma tumora l , expues to s a r a d i a c i ó n gamma. V a l o -
re s c o r r e g i d o s . 



El descenso b ru sco de la curva de f i b r o b l a s t o s no rma le s_ 

l l e v a a la i n t e r s e c c i ó n con la cu rva de descenso gradua l d e l _ 

grupo tumoral . El punto de i n t e r s e c c i ó n cor responde a aproxi_ 

madamente 170 r a d s . 

Se c a l c u l a r o n l a s d o s i s l e t a l e s medias (Do) para la r e -

g ión exponenc ia l de la c u r v a , encont rándose que para l o s f i b r o 

b í a s t o s pu lmonares , la 0o fué de 178.5 rads y que para l o s fi_ 

b r o b l a s t o s de estroma tumora l , la Do fué de 276.2 r a d s . 

I V . D ISCUS ION. 

Es ev idente que l a s cu rvas de s ob r e v i d a para ámbas s e r i e s 

de f i b r o b l a s t o s son d i f e r e n t e s . El comportamiento del f i b r o -

b l a s t o normal en c u l t i v o f r e n t e a la r a d i a c i ó n gamma, es uno_ 

de a l t a r a d i o s e n s i b i 1 i dad, con un "hombro" en la po r c i ón i n i -

c i a l de la curva ( d o s i s b a j a s ) s egu i do por un descenso de t i -

po exponenc ia l ( d o s i s a l t a s ) . E s t o es congruente con l a s cur 

vas de s ob rev i da pub l i c ada s por G u i c h i a r d (10) y Pa te r s on ( 2 5 ) . 
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G r á f i c a No. 7. Po r cen ta je de s o b r e v i d a de f i b r o b l a s t o s norma 
l e s i r r a d i a d o s con C o b a l t o . G u i c h i a r d , e t . a T . 
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G r á f i c a No. 8 . Curva de s o b r e v i d a para f i b r o b l a s t o s normales 
i r r a d i a d o s con C o b a l t o . P a t e r s o n , e t . a l . 

< 

A d i f e r e n c i a de l a s s e r i e s n o r m a l e s , l o s f i b r o b l a s t o s de 

estroma tumoral no most raron un hombro en l a r e g i ó n i n i c i a l _ 

de la curva y el descenso en s o b r e v i d a fué más g r a d u a l , demO£ 

t r ándo se más r a d i o r e s f s t e n c i a que en el g rupo normal . 

La i r r a d i a c i ó n en el p r e s en te e s t u d i o tuvo uft rango de _ 

0 - 250 r a d s , en comparac ión a l o s dos e s t u d i o s a n t e r i o r e s de _ 

G u i c h i a r d y P a t e r s o n , que t u v i e r o n rangos mayores : Q-7Q0 rads 

y 0 - 1 , 2 0 0 rads r e s pec t i v amen te . En é s ta e x p e r i e n c i a se e s t u -

ia el comportamiento de f i b r o b l a s t o s a d o s i s r e l a t i v a m e n t e ba 

j a s , o sea la r e g l ó * del hombro de l a c u r v a , a s í com» l a p o r -

c i ó n i n i c i a l de d e c l i n a c i ó n e x p o n e n c i a l . 

En el e s t u d i o de l a s c u r v a s de s o b r e v i d a , l o s t f e s p a r í -

metros ú t i l e s en l a d e s c r i p c i ó n de l a cu rva s on : 43 v H o r " n M , 

que co r re sponde al número en l a o rdenada ( e xp re s ada f r a c 

c i ó n de s o b r e v i d a ) ob ten ida por e x t r a p o l a c i ó n de l t » / ^ 1 Ó n ex 



ponenc ia ! de la curva a la d o s i s c e r o ; el v a l o r " D o " , que 

co r re sponde a la d o s i s n e c e s a r i a para r e d u c i r l a s ob rev ida a__ 

37% en la r e g i ó n exponenc ia l de la curva y el v a l o r " D 1 0 " , 

que cor responde a la d o s i s n e c e s a r i a para r e d u c i r l a s o b r e v i d a 

a un 10% ( 2 5 ) . E s t o s v a l o r e s se comparan en l a s i g u i e n t e t a -

n Do D10 

Normal es 1.12 178.5 2 7 7 . 1 

Tumorales No Comp 276.2 639 . 1 

Taola No. 4. Parámetros h a b i t u a l e s O t i l e s en el e s t u d i o de_ 
curvas de s ob rev i da (n , Do, D jq ) Y l o s v a l o r e s _ 
c o r r e s p o n d i e n t e s para l o s f i b r o b l a s t o s en e s t u -
d i o . (Regres ión l i n e a l , método de cuadrados m í n j 

La g r a f i c a c i ó n de é s t o s v a l o r e s muestra l o s i g u i e n t e -

rads 
G r á f i c a No. 9 . Va l o r e s " n " , Do y Dio para f i b r o b l a s t o s no rma l -

I e s y de estroma tumora l , o b t e n i d o s por r e g r e -
s i ó n l i n e a l , método de cuadrados mín imos. 



E s t a g r á f i c a permite o b s e r v a r que l o s f i b r o b l a s t o s norma 

l e s , cuyo Do es de 178.5 r a d s , son más r a d i o s e n s i b l e s que l o s 

f i b r o b l a s t o s de estroma tumo r a l , cuyo Do es de 276 .2 r a d s . _ 

E s t o s datos fueron somet idos a a n á l i s i s e s t a d í s t i c o , u t i l i z a n 

do como he r r am ien ta , el a n á l i s i s de v a r l a n z a (b l oques azar iza^ 

d o s ) . 

El e s t u d i o r e ve l ó que deb ido a l a d i s p e r s i ó n de v a 1 o r e s _ 

e x p e r i m e n t a l e s , es n e c e s a r i o aumentar e l rango de r a d s , ( h a s t a 

p r o d u c i r e l aba t im ien to completo de ámbas c u r v a s ) , para demois 

t r a r una d i f e r e n c i a e s t a d í s t i c a m e n t e s i g n i f i c a t i v a en t re l o s _ 

v a l o r e s de s ob r e v i d a de uno y o t r o grupo de f i b r o b l a s t o s . 

E s te h a l l a z g o no I n v a l i d a e l concepto de mayor r a d i o s e n -

s i b i l f d a d en f i b r o b l a s t o s no rma le s que en f i b r o b l a s t o s de e s -

troma t u m o r a l , s u g e r i d a por e l t r a zado de l a s c u r v a s , s i n o 

que hace patente l a neces idad de e f e c t u a r un mayor número de_ 

exper imentos y de p e r f e c c i o n a r l a s t é c n i c a s de d i s o c i a c i ó n y _ 

recuento c e l u l a r , para poder a s i d i m i n u i r l a d i s p e r s i ó n de _ 

l o s datos y de é s t a manera aumentar l a con f i ab i 1 i dad de l o s _ 

r e s u l t a d o s ( 2 2 ) . 

V. CONCLUSIONES. 

l o . - Debido a l a specto de l a s cu r va s de s o b r e v i d a , e x i s -

te p o s i b i l i d a d „ que l o s f i b r o b l a s t o s normales y l o s f i b r ob l a s^ 

tos de estroma tumoral no se comporten en forma i g u a l f r e n t e _ 

a l a I r r a d i a c i ó n gamma, dentro de l rango de d o s i s u t i l i z a d o _ 

en el exper imento . 

2 o . - La d i f e r e n c i a de comportamiento en t re l a s dos s e r i e s 

pud ie ra c o n s i s t i r en una mayor r a d l o r e s i s t e n d a de l o s f l b r o - -

b l a s t o s de o r i g e n t umora l . 



3o. Es ev idente que e x i s t e neces idad de mayor experimen 

t a c i ó n para poder obtener r e s u l t a d o s c o n c l u s i v o s . 
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