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[.- IKTRODUCCION.
a) Motivacién.

El estudio de las neoplasias malignas ha sido un tremen-
do reto a la inteligencia humana, pero es alentador saber que
esa ooscuridad que rodea a la etiopatogenésis del cdncer estéd
siendo penetrada por pequefios destellos de entendimiento que
brotan de los centros de investigacién tumoral. Cada aporta--
cién, que aisladamente parece ser pequefa, contribuye al me--
Jor conocimiento de la bioclogfa de las neoplasias; su origen,
su evolucibn y su resolucidn,

El estudio de la cé&lula neoplédsica propiamente dicha, ha
acaparado la atencidn de los investigadores y son casi innume
rables 1os reportes de experiencias a este nivel, Sin embargo,
aunque el oncocito es la "estrella" de 1a neoplasia, es bien
sabido que Su desarrcllo y propagaci6én es imposible sin la --
ayuda del tejido corporal especializado en soporte y nutricibn,

El estudio del estroma tumoral estd lejos de ser comple-
to yes propbdsito de este autor, incursionar en este campo, --
buscando la buenaventuyra de aportar un conocimiento nuevo,

Siendo el fibroblasto 1a célula principal del tejido co-
nectivo, se enfocard la atenci6n sobre el y se estudiard sy -
respuesta frente a un reto, en este caso: la radiacién gamma,

b) Objetivo.

El objetivo de esta tesis es determinar si existe una ra
diosensibilidad diferente entre los fibroblastos del estroma
de un 6rgano sano y los fibroblastos del estroma de una neo--
plasia maligna.



c) Antecedentes

Aunque 13 radiobiologfa ha sido estudiada extensamente -
en fibroblastos obtenidos por cultivo de tejidos embrionario,
fetal y adulto de origen animal y de origen humano, {2,3,4,12,
17,18,19) es de interés notar que tanto 1a disciplina de cul-
tivo de tejidos asf como la radiobiologia y 1a radiobiopatolo
gfa, han sido practicamente desconocidos en nuestro medio., ES
te aparente vacfo de conocimientos en esta rama de las cien--
cias biomédicas, ha hecho manifiesta la necesidad de dominar_
Ta técnica de cyltiveo tisular para aplicarla posteriormente _
al estudio de la radiobiologfa tumoral. Conviene pues, expo-
ner alqgunos principios bdsicos del cultivo de tejidos y de la
radiobiologfa para 1a mejor comprensién de esta tesis,

1} Antecedentes de cultivo de tejidos.

En experimentacién tisular se ha utilizado extensamente_
como modelo de tejido normal a los fibroblastos de tipo dipig
ide (no alterados), los cuales tienen un tiempo Timitado de _
vida in vitro (32). Se ha observado que si estos fibroblastos
cognservan su estado diplofde, el nimeroc de duplicaciones que_
pueden llevar a cabo in vitro, varfan en relacién inversa a _
la edad del tejido de origen (12) y que la capacidad finita _
de éstos cultivos de duplicarse, es una manifestacién de enve
jecimiento a nivel celular (9,11). €n su estudio cldsico, Hay
flick (11) establecié que el potencial de doblaje para tejido
fetal era de 50+ 10 doblajes; cinco afios mds tarde, Martfn, _
Curtis y Sprauge (21) calcularon el coeficiente de regresién_
para donadores entre 13 primera y novena décadas de la vida.-
Este coeficiente de regresidn se expresd como de -0.2 dobla -
jes por afa, con una desviacién estandar de 0.05 y con un coe
ficiente de correlacién de -0.5, Se demostrd que este coefi-
ciente de regresifn era significativamente diferente a cero. _



A mayor edad cronol6gica del donador, menor la cantidad de do
blajes que puede llevar a cabo su tejido in vitro., Esta reduc
ci6n del potencial de replicacién no es funcidén dnica de la -
edad cronolfgica del donador sino ademis se ve influida por -
otros factores como son genotipo y exposicidn actinica (8).

Puesto que la disciplina de cultivo de tejidos se desa-
rrol16 en diversas escuelas, l1os términos que usaron 10s in--
vestigadores para nombrar un mismo fenbmeno fueron distintas.
Esto produjo confusidn y‘no fué sino hasta 1961 en que Hay---
flick y Moorhead (12) propusieron términos que fueron acepta-
dos en forma general, Estos términos describieron cuatro carac
terfsticas de los tejidos cuando son cultivados in vitro: cé-
lulas primarias, la cepa celular, 1a 1fnea celular y la altera
cién celular,

Células primarias: Son aquéllas c&lulas obtenidas del ex
plante original que han sido cultivadas in vitro por primera
intencién,Si se efectdan pasajes subsecuentes de estas c8lu--
las, estas llegaran a ser cepas celulares,.

Cepas celulares: Se entiende por cepa celular aquélla po
blacién de céluylas derivadas del cultivo de explante, que ha-
yan sido subcultivadas mé&s de una vez in vitro; su nimero de
replicaciones es finito, no teniendo la capacidad de sufrir -
pasajes seriados por tiempo indefinido, Estas c&lulas conser-
van el nimero cromosémico modal que caracteriza al tejido de
origen.

Lfneas Celulares: Se entiende por 1Tnea celular aquélia
poblacién de c&lulas cultivadas in vitro mediante pasajes se-
riados por tiemno indefinido, con un cambio del nfimero modal
de cromosomas que caracteriza al tejido de origen, Por esta -
razén, los términos "1fnea celular establecida" y "1fnea cely
lar estable" no deberan usarse, puesto gue el primero es redun



dante y el segundo implica que ya no pueden ocurrir mis cam-
bios en el tejido cultivado,

La Alteracién Celular: Es el cambio que sufre la cepa --
celular al pasar del estado diploide al heteroploide, adqui--
riendo la capacidad de sufrir pasajes seriados por tiempo in-
definido.La alteracién celular puede ocurrir durante la fase
de crecimiento exponencial o logarftmico que ha sido nombrada
como fase II,

E1 crecimiento de tejido in vitro no es siempre igual --
sino que pasa a través de diferentes modalidades de desarrollo.
Hayflick 1lamd "fases"™ a tres distintas etapas evolutivas de
los cultivos,mismas que se resumen en la siguiente grdfica:
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Grifica No. 1.- Representacidn grdfica de fases de crecimien-

to tisular en cultivo (Hayflick).



Fase I: Es la fase de crecimiento temprano que se inicia con
la liberacién de células del tejido y su adherencia -
a la superficie del frasco de cultivo. En general es-
ta fase dura de una a tres semanas. La fase I termina
con la formaci6én de la primera capa confluente. En es
te momento el cultivo esta listo para la primera diso
cién y subcultivo ("pasaje").

Figura No. 1. Fase I. Explante rodeado de crecimiento de célu
las primarias. 3.5X
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Figura No.2. Fase 1. Explante rodeado de mayor crecimiento --
primario pero adn sin confluencia en monocapa.l0X

Figura No.3. Fase I. Explante rodeado de monocapa confluente.
Fijado, H y E. 10X



Fase II: La fase Il se caracteriza por una rdpida multiplica-
cién celular, (crecimiento exhuberante, crecimiento
exponencial) con gran actividad metabolica y produc-
cién de 4&cidos. Durante esta fase, el cultivo deberd
someterse a dos pasajes por semana con una propor---
cién de reduccién de 2 a 1. (Vg. de un frasco origi-
nal se obtendran dos frasos por pasaje). El éxito --
del cultivo orolongado de células diploides depende
de que se mantenga el cultivo en esta fase de creci-
miento logaritmico el mayor tiempo posible; esto se
logra con pasajes repetidos tan pronto como conflu--
yan las monocapas. Si no se efectda un pasaje oportu
namente; el cultivo "envejece" y se inicia la forma-
cién de estratificaciones o pluricapas. La fase II -
dura aproximadamemte 2 a 10 meses. Al irse terminando
este perfiodose inicia la degeneracidn celular que =--
anuncia la 1legada de la fase III o fase terminal.
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Figura No.4. Fase II. Monocapa confluente durante fase de cre
cimiento logarftmico. Fijado, H y E., 10X



Figura No.5. Fase II, Monocapa confluente durante crecimiento
logaritmico. Fijado H y E. 40X
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Figura No.6. Fase II. Pluricapa temprana que muestra sobre-
posicion celular. Tejido vivo, 40X
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Fase IIl1: La fase III se caracteriza por la aparicidén de cam-
bios degenerativos. Empieza a acumularse detrito -
celular, se alarga el tiempo de generacifn y se re-
duce la actividad mitésica; consecuentemente se a-
larga el periodo de tiempo necesario para el desar-
rollo de monocapas confuentes. Empiezan a observar
se cambios en la morfologfa nuclear y celular, ha--
biendo pérdida de la orientacién celular y pérdida_
de la capacidad de duplicacién celular por el fené-
meno de inhibicién por contacto entre membranas ce-
lulares. E1 citoplasma se vuelve granuloso y en €l
aparecen grandes vacuolas. El cultivo decae progre
sivamente hasta desaparecer,

Figura No. 7. Fase III. Cultivo envejecido que muestra fené-
menos degenerativos. Tejido vivo, 10X
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Figura No.8. Fase IITl, Cultivo envejecido que muestra citoplas
ma 4qranuloso, vacuolizaci6n y pérdida de la pola-
ridad celular.

Figura No.9. Fase III. Cultivo envejecido que muestra pérdida
de la inhibicién por contacto resultando un api-
lamiento celular, Tejido vivo 10X
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En el presente estudio se trabaj6 exclusivamente con cul-
tivos que se encontrasen en la Fase Il de crecimiento exponen-
cial, (figuras 4 y 5) manipulados en la forma descrita por Des
chavanne (4) para obtener mesentas de crecimiento (“"plateau --
fase"), Esto se logrd manteniendo sin nueva alimentacién por_
quince dfas a las monocapas ya confluentes. En estas mesetas,_
Ya monocapa es aun vigorosa pero no se encuentra en activa re-
plicacién, puesto que el tenémeno de cantacto entre membranas_
celulares produce inhibicidn de la divisién celular. De esta
manera el tejido en cultivo se semeja mds al tejido in vivo y_
Tos resultados de la experimentacién hecha en esta fase de me-
seta, reflejardn con més fidelidad 10 que realmente ocurre in_
vivo.

2) Antecedentes de Radiobiologfa.

En radiobiologfa se han utilizado experimentalmente tanto
la radiacidén electromagnética (rayos X y rayos gamma) como la_
radiacidn de partfculas, Algunas partfculas tiene carga (alfa,
beta, protones, mesones-pf y ifones pesados) y otras carecen de
eljas (neutrones) (14),

Se ha observado que los efectos cualitativos de los dife-
rentes tipos de radiacién son similares entre 8f, pero que ex-
iste una gran variedad de patrones de liberacifn de energfa
dentro de los tejidos expuestos a la radiacidn, Las fuentes _
neutras como son los rayos X y 1os rayos gamma, pierden ener--
gfa a medida que penetran niveles mds profundes de tejido, debi
do a que sufren colisiones poco frecuentes y al azar con los_
dtomos que constituyen al tejido., Estas colistfones poco frecu
entes y al azar con 10s &tomos que constituyen al) tejido. Es-
tas colisiones pueden Ylevar a una reduccifn casi de tino ex--
nanencial en su energfa. Sin embrago, este tipo de radiacifn_
alcanza yna buena penetracibn a los tejidos profundos. Las -
partfculas cargadas alfa, beta, p}otones y mesones-pi, pierden
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energfa por colisiones miltiples con los electrones del materi
al irradiado. Estas colisiones sustraen energfa hasta que Ta_
partfcula se detiene. E1 patrén de liberacidn de energfa de _
éstas partfculas es constante, Por esta razén, la radiacibn _
de particulas tiene una baja capacidad de penetracién. Cuando
la partfcula se acerca al final de Su curso, se aumenta l1a can
tidad de energfa por unidad lineal del curso; a esto se le
}J1ama "transferencia de energfa lineal"(LET). Este fendmeno _
conduce a un incremento local de dosis 1lamado “el pico de Br-
agg de ijonizacién”. La profundidad que pueden alcanzar estas _
partfculas depende de su energfa inicial., Las partfculas beta
Y1egan a penetrar ynos cuantos milfmetros de tejido mientras
que las partfculas alfa penetran mucho menos. Sin embargo, si
estas partfculas son aceleradas en un ciclotrén, estas pueden_
'legar a penetrar hasta mds de 20 cms. de tejido.

La "energfa absorbida de 1a radiaciébn en un gramo de te-
jido" se conoce como la “dosis", La unidad de dosis es el rad
‘v, que se define como “la absorcién de 100 ergios de energfa_
por gramo de material irradiado”. La emisidn de radiacién de_
aparatos de rayos X se define en términos de exposicién, sien-
do la unidad de medida el roentgen (R). Se define al roentgen
como "aquella exposicifén que bajo condiciones determinadas 1i-
berase una unidad etectrostdtica de iones positivos en un c.c.
de aire", E1 aire expuesto a 1R de radiacib6n, recibe una dos-
is de 0.87 rads. Ademds, se ha introducido ura nueva medida _
de radiacién; esta es el gray (Gy), el cual equivale a 100
rads. De esta manera, 1 centigray es igual a 1 rad.

Independientemente de cual sea la fuente de energfa radi-
ante, ésta ejerce un efecto biolégico a través de 1a jonizacion
de los 4tomos o moléculas celulares contra los cuales sufre co
lisién; el mecanismo completo mediante el cual se produce el_
efecto bioldgico es ain desconocido, pero se proponen dos teo-
rfas para explicar este mecanismo: 1la teorfa directa o teo- -
rfa de blanco y la téorfa indirecta. La teorfa directa supone_
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que el efecto de la radiacidn se produce por golpe directo a
biomoléculas sensibles, como son los lazos de unién de una mo
1écula de DNA (13,15 ). Esto no excluye la posibilidad de --
que el efecto bioldgico requiera miltiples blancos de accidn
o miltiples golpes a un solo blanco (27). La teorfa indirecta
propone que la radiacidén provoca l1a ionizaci6n del agua celu-
lar y la liberacién de radicales libres "téxicos" (H*,dH',eth
gque secundariamente interaccionan con elementos vitales como
son los 1fpidos de membrana, las enzimas y 1os dcidos nucléi-
cos (28,35,37,38).

Existe un enigma en radiobiologfa el cual ha sido conoci
do con el nombre de "efecto latente de radiacidn". Se entien-
de que la transferencia de energia a una molécula blanco ocu-
rre en una microfraccién de sgundos, sin embargo su efecto bio
16gico, morfolégico 0 funcional pudiera no nacerse evidente --
sino nasta décadas después. Este fen6meno fué observado en los
sobrevivientes de las bombas atémicas de Hiroshima y Nagasaki,
que desarrollaron neoplasias radiorelacionadas méds de 20 afios
después del bombardeo (5,6,23,24). AGn no se ha dilucidado si
este fen6meno implica reacciones intracelulares en secuencia -
que finalmente alcanzan a una molécula o una funcién crucial,
o si el primer evento ffsico qufmico es tan pequeiio que su --
efecto es s61o detectable a través de la propiciacién de muta
ciones cada vez mds severas en generaciones sucesivas de célyu
las.

Haciendo a un lado estas especulaciones, existen efectos
de radiacién sobre las células que si han sido bien documenta
das. Se sabe que ta magnitud de la lesién celular provocada -
por la radiacién depende de cuatro factores fundamentales. Es
tos son: 1a dosis, la répidez de administracidn de 13 dosis,
la transferencia de energfa lineal (LET) de la radiacidn y la
vulnerabilidad de 1a célula a2 la radiacidén (36).
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S1 todas las variables se mantienen en igualdad, la le-
sién celular es directamente proprocional a la dosis adminis
trada. Sin embargo, la rdpidez con l1a que se administra esta
dosis modifica significativamente su efecto, especialimente -
cuando la dosis es fraccionada, como es comin en radioterapia.
Aunque la energfa de radiacidn es acuymulable, las c8lulas --
son capaces de reparar dafic subletal hasta cierto J1imite. Es
ta capacidad de reparaci6n puede estar muy disminufda en alau
nas variedades de células como es el caso de los pacientes con
xeroderma pigmentosum. Estos individuos carecen de la endonu
cleasa necesaria para eliminar dfmeros inducidos por radiacidn
ultravioleta y posiblemente otras enzimas necesarias para re-
unificacién de cabos rotos de la molécula de DNA. Al no poder
reparar estos dafios subletales, se acumulan mutaciones radio-
inducidas que 1levan a un incremento asombroso en las posibi-
lidad de sufrir transformaciones malignas, sobre todo de la -
piel, En el individuo normal, si se permite el paso de syfi--
ciente tiempo entre 13 primera y la segunda irradiacifn, la -
célula pudiera reparar la mayor parte del dafho subletal y de
esa manera no sufrir efecto acumulativo (33). Por ende, las -
dosis fraccionadas solo ejercen efecto acumulativo si la repa
racién celular no se completa en el intervalo entre una dosis
y otra. .

En radioterapia de tumores se toma ventaja de este hecho,
puesto que la reparacifn del dano subletal en la célula normal
es mds rapido que en 1a c&lula tumoral. De esta manera las --
c6lulas no neopl&sicas no sufren el mismo efecto acumulativo
que sufren las células tumorales, siendo entonces menos dafia-
das por exposiciones repetidas,

La transferencia de enerafa lineal (LET) influye sobre -
el efecto radiobioldgico en sentido directamente proporcional.
Al aumentar Ya LET, mayor es el efecto biol8gico 0o sea que se
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requiere menor dosis para alcanzar un mismo efecto. Lla repara
cibn del dato subletal también depende de 1a transferencia de_
energfa lineal aunque en proporcién inversa, puesto que entre
mayor sea Ja LET menor serd la capacidad de reparaci6n. Una _
energfa mayor conduce a una reparacifn celular baja y vice ver
sa,

La vulnerabilidad de las célyias a la radiacifn es a Su _
vez dependiente de diversos factores como son: 1a respuesta
inherente de una céluta a un pulso de radiacién, la cinética _
de reparaci6n celular, la oxigenaci6én celular y el estado pro-
lTiferativo de las c¢élulas en el momento de recibir el pulso de
radiacion. Adn células de un mismo tipo y condicifn pueden
presentar un rango dmplio de seceridad de lesiones a una misma
exposicién. La radiacidn no se absorbe uniformemente sino mis
Dién al azar y por esta razén en ynas células las fonjzaciones
pueden ser letales mientras que en otras el dafio no es critico.
Una variable importante es el estado de oxigenacién celular, _
Puesto que e! oxigeno molecular presenta dos electrones no apa
reados, estos pueden interactuar con radicales libres radioin-
ducidos, aumentando su efecto dafiino, £Este "efecto del oxfge-
no" es de particular importancia en el uso de radiacidn para _
Ya destruccidn de tumores. Frecuentemente el centro de estos_
tumores es poco vascularizado y relativamente hipdxico y por _
lo tanto estd "protejido"” del efecto jonizante,

Runque existen muchos sitios intracelulares de dafio poten
cial, se acepta que 1a molécula de DONA es el blanco mds vulne-
rable a la radiacién. Por esta razdn la induccidén de necrosis
post-radiacién estd intimamente correlacionado con la activi--
dad reproductiva de la célula. Esta vulnerabilidad varfa mar-
cadamente segin la fase de) ciclo celular en la cual se encuen
tre 1a célula. Se acepta que las fases My G, del ciclo son _
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la mé&s sensible (1,30). Si una célula estd en mitosis al re-
cidbir el pulso de radiacifn, ésta puede sequir adelante y com
pletar Ta divisién si la dosis no fué muy alta, pero puede re
sultar incapaz de sufrir nuevas divisiones (muerte reproducti
va). Por estas razones, las neoplasias malignas poco diferen
ciadas de duplicacidén celular rdpida, generalmente responden_
mejor a la radioterapia que las neoplasias bien diferenciadas
de crecimiento lento. Este principio es aplicavle a los di--
versos tipos de cé&lulas corporales y los tumores que de ellas
provengan, La radiosensibilidad de Jlos diversos tipos celula
res y sus tumores se compara en la siguiente tabla tomada de
Rubin y Casarett (31).

RADIOSENSIBILIDAD DE CELULAS ESPECIALIZADAS
Y SUS TUMORES

Grado Celulas normales Tumores

Alto Cel. linfoides, medulares, germi- Leucemia-linfoma, -
nales, del epitelio intestinal y_ seminoma, tumor de-

_ _ _ _del foliculo gvarico _ _  _ celulas granulosas.

Mod. EpiteTio epidérmico, orofaringeo, Carcinoma espinoce-

Alto urinario, esof§gico, gdstrico y - 1lular, transicional
uretral y adengcarcinoma.

.. — o —— —— e m— - e — m—

Medio "Tejido conectivo, ¢Tia, endotelio Fibrosarcomas,angio
y hueso y cartflago en crecimiento sarcomas, astrocit-
omas. Estroma de tu
ReTat. Cel. de~cartfTago y hueso maduras Condrosarcoma, 0S--
Bajo epitelio glandular y seroso, epi- teosarcoma, Jiposar
telio pulmonar, renal, hepdtico,- coma, carcinoma es-
pancredtico, pituitario, tiroideo pinocelular de pul-
y suprarrenal. mén y adenocarcino-
ma renal, hepdtico,

etc.

8ajo  “CElulas muscutares y ganglionares Rabdomiosarcoma, -
leiomiosarcoma, gan
glioneuroma,

—

Tabla No. 1.- Radiosensibilidad de cé&lulas especializadas y-
Sus tumores.
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A pesar de ésta categorizacién, toda célula puede ser daiada_
o destruida con suficiente exposicién a radiaci6én ionizante.

E1 dafo producido por radiacién es visible tanto en el _
citoplasma como en el nGeclec. La respuesta inicial se presen
ta como un edema celular con vacuolizacifn del citoplasma; ul
traestructuralmente aparece aumento del volumen de las mito--
condrias asf como nhinchazén y fragmentacién del retfculo endo
pldsmico. Como dato curioso, los lisosomas son relativamente
radioresistentes y en ocaciones parecen aumentar en namero (7).
Los nicleos se hinchan, sufren vacuolizacifn y con mayor expo
sicién presentan picnosis y cariorrexis, EI envoltorio nucle
ar y la membrana celular pueden romperse al recibir dosis _
grandes de radiacién. A nivel cromosémico puede verse gran _
diversidad de daho en las células que estdn dividiéndose; es
te consiste en deleciones, rupturas, translocaciones, jinterad
herencias y fragmentaciones. Las figuras mitésicas pierden _
su orden adquiriendo aspecto caftico. Este dafo al aparato _
genético constituye la base de l1a letalidad, oncogenicidad y_
mutagenicidad de la radiacidén, De hecho la radiacidén produce
cambios nucleares y mit6sicos que hacen que las células irra-
diadas se semejen a las c€lulas malignas; esto frecuentemen-
te produce problemas al pat6logo cuando &ste hace una evalua-
cidn de tejido post-irradiacidén para determinar la presencia_
de tumor residual.

El dafo por radiaci6n repercutird en una de las tres si-
guientes formas: 6 mata a la célula; 0 la incapacita para _
voiverse a reproducir; 6 'a transforma (alteraciébn celular).

Una buena parte del efecto de la radiacién sobre los te-
Jidos organizados se debe a los cambios que se producen en la
vasculatura y en las células conectivas de esos tejidos. Du-
rante el perfodo post-irradiacidn temprano, los vasos suelen_
presentar dilatacidén, 1o cual se hace evidente por el eritema
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cutdneo. Con el aumento en dosis aparecen cambios del endote
1io vascular caracterizados por hinchazfn, vacuolizacidén y
aun destruccidn completa. Los vasos mds danados pueden sufr-
ir ruptura, trombosis y fibrosis progresiva con estrechamien-
to de 1a luz vascular, E! tejido conectivo contiguo se hace_
progresivamente mds escleroso. De é&sta manera las cé&Tulas
parenquimatosas son privadas de aporte oxfgeno-nutricional y_
sufren atrofia y muerte (29).

La importancia de conocer mejor los cambios sufridos por
el tejido conective vascularizado en la radioterapia de tumor
es, asf como e] descubrimiento de que los fibroblastos no se_
comportan en forma jidéntica independientemente del sitio de
su origen (8), han influido en 1a motivacién del presente es-
tudio.

Se recuerda que el tejido conectivo vascularizado que _
forma el estroma de sostén de un tumor no es parte del proce-
so maligno mismo, pero es esencial para su desarrollo y propa
gacién. No se descarta la posibilidad de que éste tejido co-
nectivo prolifera en respuesta a inductores de crecimiento 1i
berados por las células malignas y que por esta razén los fia-
broolastos“tumorales” tienen informacién que otros fibroblas-
tos “normales" no tienen, siendo esta informacién el resulta-
do de la asociacifn e interaccifn con células malignas.

d) Revisién bibliogrédfica.

La 1iteratura sobre radiobiologfa de fibroblastos es ex-
tensa. Los principales investigaderes son:

Deschavanne, Fertil, Malaise y Lachet del Laboratoric de
Radiobiologfa Celular del Instituto Gustave-Roussy, en Ville-
juif, Francia (4,10,18).
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A.W. Malcom y J.B. Little, del Laboratorio de Radiobiolo-
gfa de la Facultad de Medicina de la Universidad de Harvard _
en Boston, Massachusetts, U.S.A. (19,20).

R. Cox, 4.K. Masson, J. Thacker y D.T. Goodhead, de la _
Unidad de Radiobioclogfa, Harwell, Oxon, Inglaterra (2,3,17)._

C. Waldren, I. Rasco, del Instituto de Investigacibn Can
cerolégica de la Universidad de Colorado, Denver, Co., U.S.A.
(35).

£1 grupo francés, Descnavanne, et. al., nizo una extensa
revisi6n de la literatura y encontraron que no habfa sido re
portado estudio comnarativoentre fibroblastos irradiados en_
fase de crecimiento exponencial y fase de meseta no alimenta-
da, resembrados inmediatamente » 24 horas después de recibir_
la radiacién., Esto permitié deducir que éste campo de inves-
tigacidn era virgen y que faltaban estudios de éstas carac
terfsticas con fibroblastos normales, lo mds probable es que_
no hubiera estudio comparative con fibroblastos derivados de_
tejido neopldsico.

Con ésta suposicién en mente, se coménicéd a través del
sistema computarizado al Centro de Informatica de Ciencias _
Biomédicas "Medline" en Baltimore, Maryland y se solicitf una
revisién de l1a literatura publicada en un perfodo de cinco -
afios (anteriores a la fecha de soltcitud) sobre fibroblastos _
derivados de estroma tumoral y experimentacidén radiobioldgica
con éste tipo de fibroblastos, Ademds se solicitd literatura

sobre radiobiologfa fibrobl&stica general.

£l material recopilado por el Centro de Informatica “Med-
line" consistié en 25 artfculos sobre radiobiologfa general y
ninguno sobre fibroblastos de origen tumoral ni su radiobiolo

gfa. La necesidad de incursionar en este campo se hizo paten
te.

E1 grupo de Deschavanne, et. al., calculd la dosis letal
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media (Do) para fibroblastos normales, entre 100 y 160 rads y
una media de 120 rads y un nimero de extrapolacifn (n) de 1.1
Recomend§ el uso de la fase de meseta no alimentada para po--
der obtener resultados mds relevantes a situaciones clfnicas;
compar$ reparaciones de dafio subletal en diferentes lapsos de
tiempo entre la irradiacidén y la resiembra y experimentf con_
dosis fraccionadas en relacidén a reparacifn de dafio subletal.

£l grupo americano de Malcolm, Little, et. al., propuso_
Ta hip6tesis de la necesidad de contacto entre membranas celyu
lares para llevar a cabo la reparaci6n de dafio subletal produ
cido por radiacibn gamma y calcularon el tiempo crftico de 10
minutos post-irradiacidn para que ocurriese esta reparacibn._

El grupo inglés de Cox, Masson, et, al., presentf una _
técnica de alimentacion celular (feeder cell techniquejpara
aumentar la eficiencia de sembrado y de la capacidad formado-
ra de colonias de fibroblastos; asi mismo establecieron Jas_
densidades Optimas para sembrado. Adem&s propusieron que los
cultivos irradiados en pasajes tempranos tienen menor capaci-
dad de reparar dafio subletal que los cultivos de mayor "edad".
Propusieron la existencia de un factor difusible presente en_
medio condicionado cuya funcién es de facilitar la reparacion

del daho subletal.

Otras contribuciones importantes fueron las de Martin, _
Curtis y Sprauge (21) sobre los efectos de la edad, tejido y_
genotipo del donador sobre el tiempo de vida duplicativa de _
células humanas en cultivo,

Barbara Gilchrist (8,9,) reporté sus experimentos sobre_
envejecimiento celular relacionado a radiacién actfnica tanto
en fibroblastos como en queratinocitos,
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Paterson, Anderson y Blake (25) reportaron el aumento de
radiosensibilidad en fibroblastos de ataxia telangiectasia ma
nifestados por defecto en la capacidad formadora de colonias_
y reduccidn de la capacidad de reparacién del DNA al recibir_
irradiacién gahMma en condiciones de hipoxia.

Weichselbaum, Nove y Little (37) reportaron un aumento _
de radiosensibilidad en pacientes con retinobiastoma.

Yotti, Glover, Trosko y Sega) {(19)estudiaron los efectos
de radiacién sobre la reparaci6n del DNA y mutagénesis en fi-
broblastos, comparando normales contra sindrome de Down. No
encontraron diferencias significativas en las respuestas. La
especulacidn de que el alto riesgo de desarrollar neoplasias_
en 1a Trisom%a 21 fuese debido a fallas en la dyplicacidn de_
DNA, no pudo ser fundamentada.
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I1.- MATERIALES Y METODO

a) Material biol6gico.

Como fuentes de tejido se utilizaron piezas quirdrgicas
frescas con diagn6stico anat6mico de pulmén normal y de adeng
carcinoma de gldndula mamaria. E1 tejido pulmonar se obtuvo_
de un paciente del sexo masculino de 14 afios de edad. Este _
tejido pulmonar fué etiquetado como cultivo c-82-23. ET1 teji
do neopldsico se obtuvo de una paciente del sexo femenino de_
70 afios de edad que desarroll6 un cédncer de la gldndula mama-
ria izquierda, diagn6sticado como adenocarcinoma ductal infil
trante, moderadamente diferenciado, (A.P. Q-82-003). En el _
laboratorio de tejidos fué etiquetado como cultivo C-82-21. _

Figura No. 10. Seccidn histol6gica de pulmén normal que mues
tra tejido conectivo vascularizado. HyE, 10X
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Figura No.

Figura No.
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Seccién histoldgica de adenocarcinoma ductal
infiltrante de gldndula mamaria. Hy E, 10 X

-
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Seccién histol6gica de adenocarcinoma mamario;
obsérvese el tejido conjuntivo que rodea un is
lote de células malignas. H y E, 40X



b) Material no bioldgico.

Como medio de cultivo se utiliz6 medio RPMi-1640 en soly
cién salina de Earle, suplementado con 10% de suero fetal de_
ternera, 1% de glutamina, asf como 105 unidades de penicilina
y 105 microgramos de estreptomicina por iitro. E1 pH final -
del medio fué de 7.3 y se calent6 a 37°C antes de su uso.

Se prepar6 solucidén salina con amortiguador fosfato (PBS)
por el método descrito por Kruse (16) y se esteriliz6 en auto
clave. Se prepard tripsina (Difco 1;250) en forma de solu---
cién al 0.25% en PBS (26) y se esterilizd por filtracién con_
micropore de 0.45 micras.

Se utilizaron frascos de poliestireno T-25 de Corning
para siembra y subcultivo.

¢) Método de cultivo.

Iniciacién del Cultivo: Los especimenes fueron transpor
tados al laboratorio en solucidén salina amortiguada (PBS) y _
trabajados con estricta asepsia. Dentro de una campana de flu
jo vertical laminar se procedi6 a efectuar disociacién mecdni
ca del tejido, escogiendo las zonas de aspecto viable y reti-
rando las de aspecto necrfitico. Para éste efecto se utiliza-
ron hojas de bisturf y pinzas de diseccifn estériles. EI te-
Jido siempre permanecié inmerso en PBS dentro de una caja de_
Petri para evitar desecacién. Se obtuvieron 20 a 390 fragmen-
tos de aproximadamente 1 mm3 que fueron transferidos mediante

el uso de pipeta Pasteur, a 3 frascos de cultivo con 25 cm2 _
de superficie de cultivo.
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Una vez colocados Tos explantes en los frascos, se les
adicionaran 2 ml. de suero fetal de ternera, 200 unidades de
penicilina y 200 microgramos de estreptomicina. Los frascos
se cerraron y s€ pasaron a incubacién a 37°C con atmésfera _
hémeda y con 5% de CJ,. Los cultivos no fueron movidos si
no hasta el tercer dfa post-explante. Este procedimiento tu
vo como objetivo permitir Ta adherencia del explante a la su
perficie de crecimiento. De no ser asfi,estzflota y no pros-
pera el cultivo. Al tercer dia se decant6 el suaro y se re-
puso con 3 ml. de medio RPMI-1640 suplementado en la forma _
antes descrita. A) cuarto o quinto dfa de cultivo se obser-
varon los primeros fibroblastos saliendo del explante; en _
un principio fueron pocos, pequefios y se encontraron muy cer
ca del explante, Con el tiempo adquirieron mayor tamafio y _
movilidad, l1legando a emigrar a partes lejanas al explante._
E1 aumento de las exigencias metab6licas hizo necesario cam-
biar el medio de cultivo con frecuencia (aproximadamente ca-
da cuarto dia) siendo la produccién de acido un indicador a-
til para juzgar la necesidad de cambio. Esto fué visible
por el viraie del rojo fenol a color amarillo al bajar el pH.

Paulatinamente lo0s espacios entre una cé&lula y otra fue-
ron ocupados por nuevas c8lylas hasta que al final de la ter-
cera semana, se establecid una monocapa confluente y aparecié
la inhibicifn de la reproduccién celular sucitada por el con-
tacto entre las membranas citopldsmicas de una y otra célula.
En ese momento el cultivo se encontrd en condicidn de ser sub
cultivado y de pasar asf a la fase II de Hayflicxk.

Subcultivo de Monocapas Confluentes: Tan pronto como
confluy6 la monocapa, se procedié a retirar el medio agotado_
y Tavar el cultivo repetidamente con PBS libre de iones de
calcio y magnesio, Puesto que é&stos jones son indispensables
para la agregacidén de unas células con otras, éstos debieron_
retirarse para permitir una mejor dispersibn de las células _

constitutivas de 1a monocapa. Esta dispersién facilitf la
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cuantificacién celular asf como una resiembra mis uniforme,_
La disociacidn de T1a monocapa se obtuvo mediante el uso de _
enzimas proteolfticas; seé prefiri6 el uso de tripsina al
0.25% en solucidén salina con amortiguador de fosfato (PBS)._
Esta solucidn tripsina-PBS previamente calentada a 37°C, se_
agregb a razdn de 2 ml. por cada frasco T-25, se pas6 a la _
incubadora y se permitié actuar por 4 a 10 minutos. E] tiem
po de incubacién dependi6é de l1a actvidad biolfgica de la so-
lucidén enzimdtica, (entre mds envejecida la solucidn se re--
quirid m&s tiempo de exposicién), y del tiempo que tuviera _
de confluida 1a monocapa (entre mis tiempo tuviese de conflu
ida la monocapa, mds tiempo fué necesario para que la tripsi
na disociara a las células).

Una observacidn cuidadosa'y el uso de pequefios golpes al
frisco de cultive revelaron el momento de desprendimiento y
disociacién.de la monocapa. Una agitaci6n vigorosa completé
la disociacidn e inmediatanente se adicionaron unas gotas de
syero fetal de ternera para inactivar la tripsina. Las célu
as se centrifugaron, se lavaron con PBS libre de calcio y de
magnesio y se determind el porcentaje de viabilidad. Para _
conocer el porcentaje de células vivas se utilizd la prueba_
de exclusién de azul de tripano (16,26,34). En las series _
trabajadas (C-82-21 y C-82-23) el porcentaje de células via-
bles era de 97+2%. Posteriormente las células se resuspendi
eron en medio fresco y se sembraron en forma reduccional, o_
sea que de cada frasco original se obtuvieron dos frascos de
resiembra. Al efectuarse este primer pasaje, el tejido pas6_
a la fase de crecimiento logaritmico. La observacifn de 1los
cultivos en esta fase reveld gran cantidad de células de for
ma esferoidea. Estas formas correspondieron a la contracci6n
pre-mitética que sufren los fibroblastos. Las células en fa
se esferoide se adherieron muy laxamente a la superficie de_
crecimiénto y se desprendieron con facilidad. Estas cé&lulas
se desplazaron con movimientos pasivos del 1fquido nutritivo
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y se establecieron en sitios lejanos al de su origen,

Como el cultivo primario pasé a constituirse en cepa ce
lular, se abridé la posibilidad de alteracitn en el nlmero mo
dal de cromosomas. Se procedi6 entonces a la cariotipifica-
cibn celular.

d) ME&todo de carioandlisis,

Para determinar si 10s cultivos segufan siendo diploides
0 Si habfan sufrido alteraci6n cromos6émica, se procedif a e-
fectuar carioandlisis con el método de Moornead para fibro--
bilastos (16) modificado en nueStro laboratorio. La modifica
cidn al método consisti6 en un alargamiento del! tiempo de ex
posicifén a solucidn hipotbénica. E1 método fué el siguiente:

Primero: Al medio de cultivo se agreg6 colchicina a una
concentracidn final de G.4 microgramos paor ml.
y se incub§ a 37°C por 3 horas; esto produjo
detencidn de las mitosis en metafase.

Segundo: Se retir6 el medio de cultivo, se lavé en PBS
libre de calcio y magnesio y se cosechd con
tripsina. La suspensién se centrifugd a 200g
por 5 min para formar botén,

Tercero: Después de aspirar el sobrenadante, se resuys--
pendieron las células con 5 ml. de solucifn
hipoténica de KC1 (0.075 M), dejdndose hinchar
por 14 a 18 minutos. Se agregd 'una gota de fi-
jador frfo (metanol absoluto y &cido acético _
glacial 3:1 v/v)., Se resuspend®y centrifugd_
nuevamente,

Cuarto: Se retird el sobrenadante,se agregaron 5 ml.de
fijador frescoyse fijé por 30 minutos.
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Quinto: Se resuspendid y centrifugf con cantidades ca-
da vez menores de fijador hasta obtener una
suspensifn densa.

Sexto: Se dejaron caer 2 a 3 gotas de la suspensién
de una altura de 50 c¢m., sobre un porta-ocbje--
tos previamente limpiado con metanol frfo. Se
flame6 rdpidamente para remover el exceso de _
fijador,

:Septimo: Se dej6 secar en lugar libre de polvo, se tiné
con Giemsa, se sec6 y se observé a inmersibn, _

e) Meétodo de radiacibn y cuantificacibn,

Se seleccionaron 6 frascos de cultivo de cada serie, cu-
ya monocapa fuese confluente y se procedid a pasarlos a una_
fase de meseta no alimentada como propuesto por Deschavanpe_
(4). Esto trajo como consecuencia una reduccién al mdximo _
de la actividad mitdtica del cultivo. Los experimentos de _
Robertson y Nagasawa han demostrado que en esta fase de cul-
tivo, 90% de las células se encuentran en la fase Gl del cf-
clo celular (determinado por andlisis microfluorimétrico) y_
solo un 0.5-2.0% se encuentran en fase § del cfclo celular _
(demostrable por incorporacién de 3H-timidina).(19,20).

Los cultivos de la serie C-82-23 (pulmén normal) se en-
contraron en el séptimo pasaje y 1os cultivos de la serie C-
82-21 (adenocarcinoma mamario) se encontraban en su octavo _

pasaje, aceptindose entonces que &stos presentaban relativa-
mente la misma edad en cultivo. '

Como fuente de radiacifn gamma se utilizdé aparato Tera--
tron 80 de la"Canadian Atomic Energy Commission", con isdtopo
de cobalto 60. Se administraron dosis de 0 a 250 rads en mG] °
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tiplos de 50 rads a los diferentes frascos de cultivo. La _
rapidez de administracién de la dosis fue de 84 rads por mi-
nuto., Cada serje se corri6 con su propio control. La radia
cién se efectué a temperatura ambiente. Se ajusté el nivel
de 1fquido de cultivo para gque existiese una capa de 0.5 cm.
de grosor sobre la monocapa celular. Esto permitid el maxi-
mo efecto de 1a radiacién gamma sobre el cultive., La radia-
cién se administir6 como dosis Gnica sobre un campo de 10x10_
cm., con una homogeneidad de dosis de aproximadamente 9832%.

e esta manera:

recibid 0 rads (control)
recibif 50 rads

recibié 100 rads

recibié 150 rads

recibid 200 rads ¥
recibid 250 rads.

E1 frasco No,
El frasco io.
£l frasco No.
El frasco No.
E1 frasco No.
El frasco No.

D O B W N

Inmediatamente después de terminar la radiacidn, los cul
tivos se pasaron a incubaci6n a 37°C,en atmésfera humeda, 5%
CO2 por 18 noras para permitir la reparacién de dafio subleta)
(2,4,7,19). E) medio de cultivo no fué cambiado para aprovechar
105 factores de regeneraci6n presentes en el mismo (17).

A1 completarse el periodo de 18 horas, 10s cultivos se _
cosecharon en la forma descrita y se cuantificé el nimero de
células presentes en el sobrenadante mediante el uso de la c¢&
mara de Neubaver, Se procedi6 a efectuar una resiembra reduc
cional con un namero conocido de «celulas para cada frasco _
irradiado asf como del control., Se adiciond medio fresco al_
medio irradiado y se permitié incubar por 15 dfas con una cam
bio de medio al séptimo dfa. Al completarse las Z semanas de
cultivo post-irradiacidn, se cosecharon nuevamente las monoca
pas y se cuantificé el niumero total de c&lulas en los dos
frascos de subcultivo obtenidos de cada frasco original que _
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recibié radiacién, Esta cifra se comparé con la cifra obte-
nida en la primera cosecha post-irradiacién (a las 18 horas)

y se establecié una diferencia 1lamada "valor de sobrevida",
(SV). De esta manera:

Sabrevida = recuento celular a los 15 dfas post-irradiacion
recuento celular a las 18 horas post-irradiacidn

L
RCq

SV =

Posterior a su cuantificacifn, las células se descarta-
ron y Se prepararon nuevos cultivos en meseta no alimentada _
para irradiacién, Estos experimentos se repiten en segunda _
y tercera ocasidén.. En total, de cada tejido explantado, se_
obtuvieron 18 monocapas para irradiaci6n, divididas en 3 tan_
as de 6 frascos. Puesto que fueron dos diferentes tejidos ex

plantados, el total de frascos sometidos a radiacidn gamma
fué de 36,

Serie A, Frascos 1-6 0-250 rads

Puimn normal Serie B, Frascos 1-6 0-250 rads
c-82-23

Serie C, Frascos 1-6 0-259 rads

Serie A, Frascos 1-6 0-250 rads

Adenocarcinoma Serie B, Frascos 1-6 J3-250 rads
C-82-21

Serie C, Frascos 1-6 J-250 rads
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ITI. RESULTADOS.

a) Resultados preliminares.

Caracteristicas de las células en cultivo: EI1 cultivo_
c-82-23 (pulmén normal) rindié células de tipo fibroblastico
unicamente. E1 cultivo C-82-21 (adenocarcinoma mamario) en_
el perfodo primario rindié escasas células tumorales de muy_
baja viabitidad. Estas células nunca se adherieron a la su
perficie de cultivo ni propagaron. Pronto mostraron caracter
fsticas degenerativas y fueron desapareciendo rapidamente. _
La segunda poblacién celular que rindié el tumor mamario fué
fibroblastico. ~Esta poblacién sf fué vigorosa en su creci--
miento y presentdé caracteristicas morfologicas y cinéticas
indistinguibles de aquellos fibroblastos obtenidos del culti
vo de pulmén normal.

Figura No. 13. Células primarias de adenocarcinoma mamario.-
Obsérvese la forma reconceada y el aspecto
granuloso del citoplasma. Tejido vivo, 10X
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Ambas cepas celulares, C-82-23 (pulm6n normal) y C-82-
21 (carcinoma mamario) desarrollaron células alargadas de
aproximadamente 180X15 micras. Cuando ain existia bastante_
espacio entre célula y célula, se observé que &stas adopta--
ron una forma abanicada con una prolongacién fina, extraordi
nariamente larga, misma que podfa entrar en contacto con 0--
tras células, Cuando el crecimiento fué mds denso, las célu
las se volvieron fusiformes y adoptaron orientacién en direc
cién comin y frecuentemente aparecieron patrones de crecimi-
ento arremolinados. Las células presentaron un solo ndcleo,
que podfa ser redondeado, ovalado o elongado, de acuerdo a _
la forma que adopté la célula seglGn la densidad de poblacién.
E1 ndcleo contenfa 1 a 4 nucléolos que podfan ser ovalados o
de aspecto ramificado. Estas células eran muy transparentes,
con citoplasma finamente granuloso; para su observacién se_
prefirié microscopfa con contraste de fase.

Fi _14. Células primarias del tejido conjuntivo que _
‘B CS muestranpforma tfpicamente fibrobldstica. Te-

jido fijado, H Yy E, 10X



013707 3

Figura No. 15 Fibroblastos "abanicados® de poblaci6n poco_
densa. Obsérvense las _prolongaciones finas
y-1a ramificaci6n nucleolar. Fijade, HyE, 40X
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Figura No. 16. Fibroblastos fusiformes de poblacifén densa._
Tejido fijado, H Yy E, 10X
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Caracteristicas cromosémicas: E1 andlisis cromos6mico_
de la cepa C-82-23 (pulmén normal) mostré un complemento cro
mosémico de 46 XY. Se concluy6 que no nabfa alteracién cro-
mosémica, que el tejido era diploide y adecuado para el expe
rimento.

E1 andlisis cromos6émico de la cepa C-82-21 (adenocarci-
noma mamario) mostré un complemento cromosémico de 46 XX.
También se juzgdé libre de alteraci6n y adecuado para el expe
rimento como tejido diploide.

¢
]F‘EF‘

Figura No. 17. Metafase de fibroblasto de origen pulmonar. _
c-82-23 Giemsa, 100X



36

s B
2 B Ng e
) Y 4
) &'\\ ’{:‘.’,g‘r§
. »
14

Figura No. 18. Metafase de fibroblasto derivado del cultivo
de adenocarcinoma mamario. Giemsa, 100X

_ Los cariotipos armados que se muestran a continua-
cién, no muestran alteracién.
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se resumen en las siguientes tahlas:

Resultados de la experimentacién

39

El computo de datos obtenidos en 10s experimentos

A B ¢ X
RC; | RC, [sV&|RC, | RC, ISVZ) RC; | RC, [SVZ
Controlj 301 | 221 | 73| 330 | 314 | 95] 266 | 162 | 61(76.3
5J rad [ 372 [ 140 | 37| 481 | 168 | 34| 352 | 150 | 42]37.4
100 rad {164 (145 |88 |122 | 99 | 81372 | 153 | a170
150 rad | 371 |202 |54 354 | 140 | 62| 462 | 238 | 51{55.1
P00 rad | 240 60 |25 89 20 | 23| 113 22 { 20(22.6
250 rad {136 17 Y12 552 {111 | 20 466 37 7{13.4
Tabla No., 2.- Valores de sobrevida para fibroblastos pulmo-
nares (C-82-23) expuestos a radiacién gamma._
Factor: 5,000, :
A X
RC, |RC, [svilrc, |Rrc, [svi{Rrc, |Rc, [svi )
Control}42.6 { 11 |25 |53 38.5[73 | 62.8) 50 |80 [59.6
50 rad |65.5 ) 19 [29 {98.5 | 11.5 [t1.6} 33 35.5 1107 }49.2
100 rad [61.3 [26.5 |43 )76 10 Q13 {22 18 |30 |48.6
150 rad |82 28.5 | 34.745 3.75 (8.3 44 28.5164.7p35.3
200 rad |109 |34 B1.1{87 12,2 14 | 35 31.5(90 [a5
253 rad[104.5 |18 17 | 36 7 119.4] 50 42.5]85 J40.4

Tabla No. 3.- Valores de sobreyida para fibroblastos de es-
troma tumoral (C-82-21) expuestos a radiacién

gamma,

Factor: 5,000,
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La graficacifn de éstos resultados muestra las siguientes
curvas: 100 %

SV 50%

0% . L r
e .5 1 1.5 2 2.5
rads 100X

Grifica No. 2. Porcentaje de sobrevida de fibroblastos pulmon
ares expuestos a radiacién gamma,

La curva muestra una pendiente "brusca" con una muesca en
el valor de sobrevida tomado a 1os 50 rads.

100%
a 50\\/\
T
0 .5 1 1.5 2 25

rads 100X

Grdfica No. 3. Porcentaje de sobrevida de fibroblastos de es-
troma tumoral expuestos a8 radiacién gamma.

La curva muestra una pendiente “suave" con una pequeda
muesca en €1 valor de sobrevida tomado a los 150 rads.
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En &mbas curvas aparece un valor que se aleja de la ten--
dencia de la curva. Estas desviaciones de 1os valores se de--
ben a problemas técnicos que consisten en desprendimiento celu
lar incompleto de 1os frascos de crecimiento. Puesto que esto
es necesario para llevar a cabo la cuantificaci6bn celular, la_
falta de desprendimiento lleva a valores equivocadamente bajos.
Debido a que existe error técnico en &stos calculos, se proce-
de a suprimir el valor obtenido en el laboratorio y en su lu--
gar colocar un valor odtenido por cdlculo mediante el uso de _
regresi6n lineal, (método de cuadrados mfnimos),basdndose en _
el comportamiento matemdtico de la curva.

De esa manera, la descriminacién de datos poco confiables
produce curvas mds factibles, mismas que se grafican de las si
guientes formas:

103%

SV 3%

0% . . —
o .5 1 1.5 2 2.5

rads 190X

Grdfica No. 4, Porcentaje de sobrevida de fibroblastos pulmon
ares expuestos a radiacifn gamma. Valor corre
gido para 50 rads. (Regresidén lineal, método
de cuadrados mfnimos). -




Grdfica No.
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SV 250%™

0% i

¢c .5 1 LS 2 25

rads 103X

Porcentaje de sobrevida de fibroblastos de es-

troma tumoral expuestos a radiaci6én gamma. Va-
lor corregido para 150 rads, (Regresién line-

al, método de cuadrados minimos).

La sobreposicién de valores de sobrevida para las dos se-
ries, demuyestra lo siguiente:

198
90
80

70

60 |

40

30

20

10

r. Normales, Do=178.

-
2

es=ear F. Tumorales, D0o=276.2

Seceaan,,

-
LR

Grdfica No.

50

6.

100 150 200 250
rads

Comparaci6n de comportamiento de curvas de so-
brevida para fibroblastos pulmonares y de estro
ma tumoral, expuestos a radiacidn gamma. Valo-
res corregidos.
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El descenso brusco de 1a curva de fibroblastos normales_
Tleva a 1a interseccién con la curva de descenso gradual del_
grupo tumoral. E1 punto de interseccifn corresponde a aproxi
madamente 170 rads.

Se calcularon las dosis letales medias (Do) para la re--
gién exponencial de la curva, encontrdndose que para los fibro
blastos pulmonares, la Do fué de 178.5 rads y que para los fi
broblastos de estroma tumoral, 1la Do fué de 276.2 rads.

IV. OISCUSION.

Es evidente que las curvas de sobrevida para dmbas series
de fibroblastos son diferentes. E) comportamiento del fibro-
biasto normal en cultive frente a la radiacidn gamma, es uno_
de alta radiosensibilidad, con un "hombro" en la porcién ini-
cial de la curva (dosis bajas) sequido por un descenso de ti-
po exponencial (dosis altas). Esto es congruente con las cur
vas de sobreyida publicadas por Guichiard (10) y Paterson {25).

OOSE {RAD)

. 3 57_100 300 5':)0 700
c 1\,}\
b LY \
: ) % N
: \ RN

10 4
E ™
> A
: \
-4
w to’1 %

Fg 3. Survival curves of HE 19 hrobl wis irradiated with.
ROy rans. @S0 MY neuntrons

Grdfica No., 7. Porcentaje de sobrevida de fibroblastos norma
les irradiados con Cobalto. Guichiard, et.al,
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Grdfica No. 8, Curva de sobrevida para fibroblastos normales
irradiados con Cobalto. Paterson, et, al.

A diferencia de las series normales, los fibroblastos &e
estroma tumoral no mostraron un hombro en l1a regidn infcial _
de 1a curva y el descenso en sobrevida fué mss gradual, demos
trdndose mds radioresistencia que en el grupo normal.

La irradizci6n en el presente estudic tuvo ua rango de _
0-250 rads, en comparacién a los dos estudios -anterfores de _
Guichiard y Paterson, que tuvieron rangos mayores: 0-730 rads
y 0-1,200 rads respectivamente, En €sta experiencia se estu-
ia el comportamiento de fibroblastos a dosis relativamente ba
jas, o sea la regién del hombro de la curva, asf cemd la por-
cif6n inicial de declinacidn exponencizal.

En el estudio de 1as curvas de sobrevida, 1os tres pard-
metros Gtiles en la descripcién de la curva som: &Y vibdor "n",
que corresponde al nimero en la ordenada (expresada gomo frac
cidn de sobrevida) obtenida por extrapolacidn de Ic:}§t16n ex
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ponencial de la curva a la dosis cero; el valor *Do", que
corresponde a la dosis necesaria para reducir la sobrevida a_
37% en la regidn exponencial de la curva y el valor "DIO"’
que corresponde a la dosis necesaria para reducir la sobrevida

a un
bla:

10% (25). Estos valores se comparan en la siguiente ta-

n Do 010

Normales 1.12 178.5 277.1

Tumorales Po Compl 276 .2 639.1

Tabla No, 4. Pardmetros habituales Gtiles en el estudio de_

1%

100%

curvas de sobrevida (n, Do, Dyg) y los valores_
correspondientes para 10s fibroblastos en estu-
dio. (Regresi6én lineal, método de cuadrados mfn.)

La graficacién de éstos valores muestra 1o siguiente:-

A

\

Fibroblastos normales
... Fibroblastos tumorales

— o VYalor "a”

3 100 200 300 200 500 600 700
rads

Gréfica No, 9. Vvalores "n", Do yDjp para fibroblastos normal-

les y de estroma tumoral, obtenidos por regre-
sién lineal, método de cuadrados mfnimos.
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Esta grdfica permite observar que los fibroblastos norma
les, cuyo Do es de 178.5 rads, son mis radiosensibles que los
fibroblastos de estroma tumoral, cuyo Do es de 276.2 rads.
Estos datos fueron sometidos 2 andlisis estadfstico, utilizan
do como herramienta, el andlisis de varianza (bloques azariza
dos).

E1 estudio reveld que debido a 1a dispersién de valores_
experimentales, es necesario aumentar el rango de rads,(hasta
producir el abatimiento completo de &mbas curvas), para demos
trar una diferencia estadfsticamente sfgnificativa entre Tos_
valores de sobrevida de uno y otro grupo de fibroblastos.

Este hallazgo no invalida el concepto de mayor radiosen-
sibilidad en fibroblastos normales que en fibroblastos de es-
troma tumoral, sugerida por el trazado de las curvas,sino
que hace patente 1a necesidad de efectuar un mayor nidmero de_
experimentos y de perfeccionar las técnicas de disociacién y_
recuento celular, para poder as! diminuir la dispersifn de _
los datos y de ésta manera aumentar la confiabilidad de los _
resultados (22),

V. CONCLUSIONES.

lo.- Debido al aspecto de las curvas de sobrevida, exis-
te posibilidad . que los fibroblastos normales y los fibroblas
tos de estroma tumoral no se comporten en forma igual frente_
a la irradiacién gamma, dentro del rango de dosis utilizado _
en el expertmento.

20.- La diferencia de comportamiento entre las dos series
pudiera consistir en una mayor radioresistencia de los fibro--

blastos de origen tumoral,
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30. Es evidente que existe necesidad de mayor experimen-
tacidn para poder obtener resultados conclusivos.
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