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Quinto: Se resuspendid y centrifugéd con cantidades ca-
da vez menores de fijador hasta obtener una
suspensifn densa.

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

:Septimo: Se dej6 secar en lugar libre de polvo, se tifé
con Giemsa, se secd y se observdé a inmersibn, _

e) Metodo de radiacién y cuantificacibn,

Se seleccionaron 6 frascos de cultivo de cada serie, cu-
ya monocapa fuese confluente y se procedié a pasarlos a una_
fase de meseta no alimentada como propuesto por Deschavanne_
(4). Esto trajo como consecuencia una reduccifn al miximo _
de Ja actividad mitética 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 9.5-2,0% 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 10s 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 radiacién gamma se utilizé aparato Tera--
tron 80 de l1a"Canadian Atomic Energy Commission", con is6topo

de cobalto 60. Se administraron dosis de 0 a 250 rads en mdl ‘.
- A
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tiplos de 50 rads a Jos diferentes frascos de cultivo. La _
rapidez de administracidn de la dosis fue de 84 rads por mi-~
nuto, Cada serie se corrid con sy propio control. La radia
cién se efectu6é 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 permiti6 el maxi-
mo efecto de 1a radiacidén gamma sobre el cultivo, La radia-
cidn se adminisir6 como dosis Gnica sobre un campo de 10x10__
cm., con una homogeneidad de dosis de aproximadamente 98t2%,

fle esta manera:

recibié 0 rads (control)
recibi6 50 rads

recibid 100 rads

recibid 150 rads

recibid 200 rads ¥
recibi6 250 rads.

£E1 frasco No.
El frasco Ho.
£1 frasco No.
El frasco No.
E1 frasco No.
El frasco No.

O O P W MY s

Inmediatamente despufs de terminar la radiacidn, los cul
tivos se pasaron a incubacién a 37°C,en atmésfera humeda, 5%
CO, por 18 roras 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, los cultivos se _
cosecharon en la forma descrita y se cuantific6 el nimero de_
células presentes en el sobrenadante mediante el uso de la c&
mara de Neubawer. Se procedi¢ a efectuar una resiembra reduc
cional con un nimero 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 2 semanas de
cultivo post-irradiacién, se cosecharon nuevamente las monoca
pas y se cuantificé el nimero total de células en los dos
frascos de subcultivo obtenidos de cada frasco original que _
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recibid radiacién. Esta cifra se compard con la cifra obte-
nida en la primera cosecha pogt-irradiacién (a las 18 horas)

y se estableci6 una diferencia 1lamada "valor de sobrevida",
(SV¥). De esta manera:

Sgbrevida = recuento celular a los 15 dfas post-irradiacion
recuento celular a las 18 horas post-irradiacién

RC
SV = _g.
RCl

Posterior a su cuantificacitn, 1as cé&lulas se descarta-
ron y se prepararon nuevos cultivos en meseta no alimentada
para irradiaci6n, Estos experimentos se repiten en segunda _
y tercera ocasidon,. En total, de cada tejido explantado, se_
obtuvieron 18 monocapas para irradiacién, divididas en 3 tan_
as de 6 frascos. Puesto que fueron dos diferentes tejidos ex

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

Serie A, Frascos 1-6 0-250 rads

Puimdn normal Serie B, Frascos 1-6 0-250 rads
C-82-23
Serie C, Frascos 1-6 0-250 rads
Serie A, Frascos 1-6 0-250 rads
Adenocarcinoma Serie B, Frascos 1-6 0-250 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: ET 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 viabilidad. Estas células nunca se adherieron a la sy
perficie de cultivo ni propagaron. Pronto mostraron caracter
fsticas degenerativas y fueron desapareciendo rapidamente. _
La segunda poblacidn celular gue rindié el tumor mamario fué
fibroblastico. Esta poblacidén si fué vigorosa en su creci--
miento y presentd caracteristicas morfoldégicas y cinéticas
indistinguibles de aguellos fibroblastos obtenidos del culti
vo de pulmén normal.

"Y\k

Figura No. 13. Cé&lulas primarias de adenocarcinoma mamario.-
Dbsérvese 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 aun existia bastante_
espacio entre célula y célula, se observ6é que éstas adopta--
ron una forma abanicada con una prolongacién fina, extraordi
nariamente larga, misma que podfa entrar en contacto con o0--
tras células. Cuando el crecimiento fué mds denso, las célu
las se volvieron fusiformes y adoptaron orientacién en direc
cién comidn y frecuentemente aparecieron patrones de crecimi-
ento arremolinados. Las células presentaron un solo nidcleo,
que podfa ser redondeado, ovalado o elongado, de acuerdo a _
la forma que adopté la célula segin la densidad de poblacién.
E1 ndcleo contenfa 1 a 4 nucléolos que podian ser ovalados o
de aspecto ramificado. Estas células eran muy transparentes,
con citoplasma finamente granuloso; para su observacibén se_
prefiri6é microscopia con contraste de fase.

Fi No. 14. Células primarias del tejido_conjuntiyo que _
B muestranpforma tfpicamente fibrobldstica. Te-

jido fijado, H 'y E, 10X
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Figura No. 15.

Fibroblastos "abanicados" de poblacién poco_
densa. Obsérvense las prolongaciones finas
y la ramificacioén nucleolar. Fijado, HyE, 40X

Figura No. 16.

Fibroblastos fusiformes de poblacifn densa._
Tejido fijado, H y E, 10X



Caracteristicas cromosémicas: EI1 andlisis cromos6émico_
de la cepa C-82-23 (pulmén normal) mostrd un complemento cro
mosémico de 46 XY. Se concluy6é que no habfa alteracifn cro-

mosémica, que el tejido era diploide y adecuado para el expe
rimento.

E] andlisis cromosémico de la cepa C-82-21 (adenocarci-
noma mamario) mostr6 un complemento cromosémico de 46 XX.
También se juzg6 libre de alteracioOn y adecuado para el expe
rimento como tejido diploide.

35

Figqura No. 17. Metafase de fibroblasto de origen pulmonar. _

C-82-23 Giemsa, 100X
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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 alteracibn.
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D) Resultados de la experimentacion

se resumen en las siguientes tahlas:

39

E1l camputo de datos obtenidos en l10s experimentos

A B ¢ X
RC, | RCy, |SV&) RCy | RC, fSVE| RC, } RC, [SVZ
Control; 301 | 221 |73 330 | 314 | 95| 266 | 162 | 61]76.3
oJ rad [ 372 140 |[37|481 | 168 | 34| 352 | 150 | 42]37.4
100 rad {164 (145 |88 |122 | 99 | 81) 372 | 153 | a170
150 rad | 371 |202 {54354 | 140 | 62| 462 | 238 | 51[35.7
P00 rad | 240 60 [25]| 89 20 | 23] 113 22 | 20|22.4
250 rad {136 17 {12552 {111 | 20/ 466 37 7113,
Tabla No, 2.- Valores de sobrevida para fibroblastos pulmo-
nares (C-82-23) expuestos a radiacién gamma,
Factor: 5,000, t
A X
RCy |RC, [SvE[RCy, |RC, fsvi[RC, [RC, |sv4
Control{42.5 { 11 |25 )53 38.5f73 | 62.8|50 180 |59.6
50 rad |65.5 | 19 129198.5 | 11.5 |11.6] 33 35.5[107 [49.2
1d0 rad {61.3 [26.5 [43]76 10 113 |29 18 |30 |486
150 rad |82 28.5 | 34.145 3.75 (8.3 44 28.5164.7R5.3
200 rad |109 |34  B1.1f87 12,2 14 | 35 31.5(90 |45
253 rad{104.5|18 17 | 36 7 119.4] 50 42,5185 )40.4

Tabla No. 3.- Valores de sobreyida para fibroblastos de es-
troma tumoral (C-82-21) expuestos a radiacién
Factor: 5,000,

gamma,
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La graficacidén de &stos resultados muestra las siguientes
curvas: 100 %

SV 50%

0% s . .
0 .5 1 1.5 2 2.5
rads 100X

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

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

100%
> 50%\/\
04 .
0o .5 1 1.% 2 25

rads 103X

Grifica No. 3. Porcentaje de sobrevyida de fibroblastos de es-
troma tumoral expuestos a radiacifén 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 &dmbas 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 cuantificacién celular, la_
falta de desprendimiento 1leva a valores equivocadamente bajos.
Debido a que existe error técnico en éstos calculos, se proce-
de a suprimir el valor obtenido en el laboratorio y en su lu--
gar colocar un valor obtenido por cdlculo mediante el uso de _
regresién lineal, (método de cuadrados mfnimos),baséndose en _
el comportamiento matemdtico de 1a curva.

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

SV 3%

0% . . ——
0 .5 1 1.5 2 2.5

rads 130X

Grdfica No., 4, Porcentaje de sobrevida de fibroblastos pulmon
ares expuestos a radiacién gamma. Valor corre
gido para 50 rads. [Regresién lineal, método
de cuadrados mfnimos). -
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SV 200%™

0% . . . .

rads 103X

Grdafica No. 5. Porcentaje de sobrevida de fibroblastos de es-

troma tumoral expuestos a radiaci6n gamma. Va-
lor corregido para 150 rads. (Regresién line-
al, método de cuadrados minimos),

La sobreposicifn de valores de sobrevida para las dos se-

ries, demyestra 10 siguiente:

133

90
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70

60

40

30

20

10

r. Normales, Do=178.5

...... F. Tumorales, D0=276 .2

LLT S

0 50 100 150 209 250
rads

Grafica No. 6. Comparacién de comportamiento de curvas de so-

brevida para fibroblastos pulmonares y de estro
ma tumoral, expuestos a radiacin gamma. Valo-
res corregidos.
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E1 descenso brusco de la curva de fibroblastos normales_
lleva a la interseccidén con la curva de descenso gradual del _
grupo tumoral. E1 punto de interseccidn 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 lgs fi
broblastos de estroma tumoral, la Do fué de 276.2 rads.

IV. OISCUSION.

Es evidente que las curvas de sobrevida para imbas series
de fibroblastos son diferentes. E) comportamiento del fibro-
plasto normal en cultivo frente a la radiacién 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|
' 100 300 500
i ‘ 00
P 4 e
BRI
NN \
o 1 +
<
- \_\
ke
- 1011 \
- ) \
z '
> \
: \
X
; la:i \“

e 3. Surviva Lurves of HE 19 throbl ois ircadiated with,
0oyt @050 MM neutrons

Grdfica No. 7. Porcentaje de sobrevida de fibroblastos norma
les irradiados con Cobalto., Guichiard, et.aTl,
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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 regifn inicial _
| de la curva y el descenso en sobrevida fué mids gradual, demos
tréndose mds radioresistencia que en el grupo normal.

La irradiacién en el presente estudio tuvo um rango de _
0-250 rads, en comparacién a los dos estudies -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, astf com® la por-
cién inicial de declinacidn exponencial.

En e]1 estudio de las curvas de sobrevida, Tos tres pard-
metros dtiles en la descripcién de 1a curva son: &Y vpdor "n",
que corresponde al nidmero en la ordenada (expresadqiﬁnho frac
cién de sobrevida) obtenida por extrapolacisn de 1a:eyi6n ex
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ponencia) de 1a curva 3 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 2 l1a dosis necesaria para reducir la sobrevida
a un 10% (25). Estos valores se comparan en la siguiente ta-

bla:

n Do D1a

Normales 1.12 178.5 277.1

Tumorales lNo comp{ 276.2 | 639.1

Tabla No, 4. Pardmetros habituales f(tiles en el estudio de

L1

1004

30

80

70

60

50
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curvas de sobrevida (n, Do, Dyg) y los valores_
correspondientes para los fibroblastos en estu-
dio.(Regresidn lineal, método de cuadrados mfn.)

La graficacién de éstos valores muestra lo siguiente:

\
\

Fibroblastos normales
wecu... Fibroblastos tumorales

— o Vvalor "a”

1 \ L

-

3 100 500 300 409 500 600 700
rads

Grdfica No. 9. Valores "n", Do yDjp para fibroblastos normal-

les y de estroma tumoral, obtenidos por regre-
sidn 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 mds radiosensibles que los
fibroblastos de estroma tumoral, cuyo Do es de 276.2 rads.
Estos datos fueron sometidos a2 andlisis estadistico, utilizan
do como herramienta, el andlisis de varianza (bloques azariza
dos).

E1 estudio reveld que debido a 1a dispersidn de valores_
experimentales, es necesario aumentar el rango de rads,(hasta
producir el abatimiento completo de dmbas curvas), para demos
trar una diferencia estadfsticamente significativa entre los_
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 12 necesidad de efectuar un mayor nimero de_
experimentos y de perfeccionar las técnicas de disociacidn y_
recuento celular, para poder as{ diminuir la dispersién de _
los datos y de ésta manera aumentar la confiabilidad de los _
resultados (22),

V. CONCLUSIONES,

lo.- Debido al aspecto de Yas curvas de sobrevida, exis-
te posibilidad . que Tos ffbroblastos normales y Tos fibroblas
tos de estroma tumoral no se comporten en forma igual frente_
a la irradiacidn gamma, dentro del rango de dosis utilizado _
en el experimento.

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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3o0. Es evidente que existe necesidad de mayor experimen-
tacidn para poder obtener resultados conclusives.
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