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Resumen

Los queratinocitos, las principales células de la epidermis, requieren una capa alimentadora de
células viables mitdticamente inactivadas para su supervivencia y proliferacion in vitro. Para la
produccion de capas alimentadoras a partir de fibroblastos murinos 3T3, se evaluaron cuatro
dosis de radiacion con rayos X. Los efectos de las dosis se evaluaron mediante recuentos
celulares y determinacion de la viabilidad (MTT), adhesion (eficiencia de plateo) y migracion
celular (scratch wound healing). Ademas, se encontraron evidencias que sugieren el arresto
mitético mediante una tincién nuclear (GIEMSA). Se observé que una dosis de radiacion
correspondiente a 80 Gy generd dafos suficientes en la linea celular para causar el arresto
mitdtico, manteniendo a la vez la actividad metabdlica basal durante 25 dias.
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Abstract

Keratinocytes, the main cells of the epidermis, require mitotically inactive but live feeder-layer
cells for their survival and proliferation. We evaluated four X-ray irradiation doses on 3T3
murine fibroblasts for feeder-layer production. Each dose effect was evaluated by cell counting
and cellular viability determination (MTT), cell adhesion (plating efficiency) and cell migration
(scratch wound healing). Mitotic arrest was suggested by nuclear staining (GIEMSA). We
determined that an 80 Gy X-ray dose generated enough cell damage to cause mitotic arrest yet
keeping metabolically active cells up to 25 days.

Introduccién

Durante los ultimos cinco afios, el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos (LAINTEC) del Centro
de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR) se ha
dedicado a la implementacion, establecimiento y optimizacion de protocolos y estrategias para
el cultivo in vitro de células de la piel con fines terapéuticos. Mediante técnicas de ingenieria
de tejidos es posible reconstruir in vitro epitelios autélogos o alogénicos para tratar lesiones y
afecciones en la piel.

Los queratinocitos son las principales células constituyentes de la epidermis, la capa mas
externa de la piel. El cultivo in vitro de estas células ha permitido la formacion de epitelio
estratificado y queratinizado para utilizarlo con fines terapéuticos en quemaduras y Ulceras
cronicas (Arango, Chamorro, Restrepo, Correa y Henao, 2009; Gil, 2011), campo en el que
mas de 30 afios de experiencias clinicas a nivel internacional han demostrado resultados
satisfactorios (Atiyeh y Costagliola, 2007).

Sin embargo, los queratinocitos presentan gran dificultad para crecer in vitro, ya que carecen de
la produccién de una serie de sustancias necesarias para su adhesion y proliferacion (Arango
et al., 2009 y Gil, 2011). Se ha demostrado que el desarrollo in vivo de las células epiteliales
depende de complejas interacciones y diferentes estimulos procedentes de los fibroblastos
(Arvelo, 2007), que son las principales células constituyentes de la dermis. Los fibroblastos
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participan activamente en la formacion de la matriz extracelular, que es fundamental para el
crecimiento de los queratinocitos (Arango et al., 2009). En suma, en ausencia del componente
dérmico, los queratinocitos presentan deficiente organizacion, proliferacion, expansion,
diferenciacion y sintesis de proteinas de la unién dermoepidérmica (membrana o lamina basal)
(Arango et al., 2009 e Ikada, 2006).

Para solucionar esta situacion, los queratinocitos aislados del tejido se inoculan sobre una capa
de células alimentadoras (como, por ejemplo, de lineas celulares murinas tales como 3T3-J2
o 3T3-152), cuya mitosis ha sido inhibida por radiacion u otros métodos. Sin embargo, estas
células mantienen su actividad metabdlica, produciendo los factores de crecimiento requeridos
por los queratinocitos. Asi, la funcion de esta capa alimentadora es actuar como una matriz
mesenquimal in vitro (Atiyeh y Costagliola, 2007).

Las células vivas de la capa alimentadora (feeder layer) tienen la capacidad de promover la
adhesion, crecimiento y diferenciacion in vitro de las células epiteliales, secretan factores de
crecimiento y proteinas de la matriz extracelular e inhiben el sobrecrecimiento de los fibroblastos
dérmicos (Arvelo, Pérez y Cotte, 2004; Freshney, 2010; De Diego et al., 2006; Arvelo, 2007;
Castro, 2009 y Arango et al., 2009).

La preparacion de capas de células alimentadoras puede realizarse a partir de cultivos celulares
subconfluentes mediante irradiacion con rayos X o rayos y a diferentes dosis. De manera
alternativa, se pueden aplicar tratamientos quimicos con mitomicina C (100ug/L) (Freshney,
2010). Ambos métodos generan células no proliferativas, mitéticamente inactivadas, que se
mantienen viables hasta por tres semanas con su actividad metabdlica inalterada (Castro,
2009 y Freshney, 2010). Aunque la irradiacion causa un descenso en el nimero de células
funcionales, éstas pueden seguir sintetizando moléculas especificas (Jessop y Hay, 1979).

Debido a que el ITCR no cuenta con instalaciones de irradiacion gamma, se implementd un
protocolo para la produccion de capas alimentadoras mediante rayos X con un generador de
rayos X (TOSHIBA, EX 250G) de la Escuela de Ciencia e Ingenieria de los Materiales de la
institucion.

Materiales y métodos

Condiciones generales de cultivo

Como materia prima para la preparacion de las capas alimentadoras, se utilizé la linea celular
de fibroblastos murinos 3T3-Swiss albino (ATCC, CCL-92), a partir de pasaje 10. Se utilizo el
medio de cultivo DMEM (4,5 g/L glucosa, GIBCO) suplementado con 7-10% de SFB (SIGMA),
2% glutamina (4mM, GIBCO), 1% penicilina-estreptomicina (10 000 u/ml penicilina G, 10 000
ug/ml de sulfato de estreptomicina; GIBCO) y 1% piruvato de sodio (0.11mg/ml, SIGMA), con
un pH final de 7,5-7,7. Las células se mantuvieron en frascos de cultivo celular con un éarea
de superficie de 25 cm? y 75 cm?, en un ambiente al 5% de CO,, 37 °C y alta humedad. Se
realizaron cambios de medio de cultivo cada 2-4 dias, dependiendo de la confluencia. Los
subcultivos se realizaron al alcanzar 70-90% de confluencia, mediante el método enzimatico
con tripsina 0,05% y EDTA 0,02% (Freshney, 2010).

Establecimiento de la dosis de rayos X

Las células se cultivaron hasta alcanzar 70-90% de confluencia en frascos de cultivo de 25
cm? con 4 ml de medio de cultivo. El dia de la irradiaciéon, se cambié el medio de cultivo con
4 ml de medio fresco y se colocé el frasco de cultivo dentro de una bolsa regular de plastico
sellada herméticamente. Las células fueron irradiadas con diferentes dosis (30, 60, 70 y 80 Gy),
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ajustando el equipo a 250 kV, 5mA y a una distancia de 20 cm de la fuente, con las botellas
de cultivo en posicion horizontal. La dosis de irradiacion fue determinada por el tiempo de
exposicion de las células a estas condiciones, correspondiendo a 12 min para 30 Gy, 24 min
para 60 Gy, 28 min para 70 Gy y 32 min para 80 Gy. Luego de la irradiacioén, se suspendieron las
células por el método de tripsina-EDTA y se inoculé 1 ml a una concentracion de 50.000 células/
ml por pozo en placas de 24 pozos. Cada dos o tres dias se resuspendieron las células de tres
pozos al azar, donde se determind la concentracion celular por conteo al hematocitometro y
la viabilidad celular mediante MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-bromuro de difeniltetrazolio). En
todos los casos (menos con la dosis de 30 Gy) se hicieron controles de células no irradiadas,
mantenidas durante el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de cultivo. Se realizé una
repeticion de tres réplicas para las dosis de 60 y 70 Gy, y tres repeticiones de tres réplicas cada
una para la dosis de 80 Gy.

Concentraciéon celular

Se resuspendieron las células mediante el método de tripsina-EDTA y se tifieron con azul tripan
(0,4%, SIGMA) en una proporcion 1:2. Se realizaron dos conteos por muestra de células vivas
(incoloras, refringentes) y células muertas (azules) en una camara de Neubauer (Freshney,
2010). Los porcentajes de viabilidad y mortalidad celular se obtuvieron comparando la
concentracion de células vivas y muertas con la concentracion celular total.

Viabilidad celular por MTT

La viabilidad celular se calculé mediante el método descrito por Freshney (2010) con algunas
modificaciones. En resumen: las células se incubaron durante 3 a 6 horas con MTT (0.5 mg/
ml, SIGMA) disuelto en el medio de cultivo, el cual se retiré para disolver las sales de formazan
en etanol 95% filtrado (0.22 pm). ElI producto de la reaccion fue cuantificado mediante
espectrofotometria (OD 570 nm) y se reporta como el porcentaje de viabilidad en comparacion
con el control de células no irradiadas.

Eficiencia de plateo

Se utilizé el procedimiento descrito por Freshney (2001) y Franken, Rodermond, Stap, Haveman
y Van Breel (2006). Se resuspendieron las células mediante el método de tripsina-EDTA y se
inocularon en placas multipozo a concentraciones crecientes pero en baja densidad. Luego
de aproximadamente dos semanas, se fijaron las células con metanol y se tifieron con cristal
violeta. Para establecer la minima concentracion necesaria para obtener colonias en la linea
3T3, se utilizaron indculos de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 células/cm?en placas de
24 pozos con 600 ul de medio de cultivo, en tres repeticiones con células en el mismo pasaje. A
partir de estos datos, se utilizaron indculos de 400 y 800 células/cm?, por triplicado, para evaluar
el efecto de los tratamientos de irradiacion.

Migracion celular (scratch wound healing)

Se incubaron las células hasta alcanzar el 90-100% de confluencia. Utilizando una punta
de micropipeta estéril, se trazaron estrias sobre la superficie del cultivo y se monitored
periddicamente al microscopio la migracion y proliferacion celular hasta el cierre de la estria (o
hasta el cierre de la estria en el tratamiento control) (Ho, Mou, Chiang, Weng y Chow, 2005 y
Rodriguez, Wu y Guan, 2005).
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Tincion de ADN

Se cultivaron las células hasta un 60-70% de confluencia en frascos de 25 cm?. El dia antes
de la extraccion, se agregaron 4 ml de medio de cultivo fresco (para favorecer la mitosis). Se
agregaron 400 pl de colchicina (0,01g/L en PBS) y se incubd bajo condiciones normales por 45
min. Se cosecharon las células por el método de tripsina-EDTA, se centrifugaron a 1200 rpm por
5 miny se resuspendio el precipitado en 0,5 ml de PBS, al cual se le afiadieron 2 ml de solucion
hipotonica (KCI 0,075M) y se incubd a temperatura ambiente por 20 min. Se fijo la muestra con
2 ml de una solucion fijadora de metanol y acido acético (3:1 v/v, 4°C) y se centrifugd a 1200
rpm por 5 min. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 3 ml de solucion
fijadora (4 °C). Se coloc6 una gota de la preparacion sobre un portaobjetos precalentado a
37 °C y se dej6 secar al aire. Se le agreg6 una gota de GIEMSA y se observd al microscopio
(Multani et al., 1999 y Freshney, 2010); la resolucion del método permite Unicamente diferenciar
entre presencia y ausencia de cromosomas en la muestra.

Analisis estadistico

Cuando fue pertinente, se calculd el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de
varianza de los tratamientos, los cuales se compararon mediante una ANOVA de un factor o
una prueba T-student, para o = 0,05. Todos los analisis se realizaron con el programa Microsoft
Excel.

Resultados y discusion

Las radiaciones ionizantes generan radicales libres e intermediarios reactivos de oxigeno, los
cuales causan graves lesiones en las estructuras celulares, resultando en la incapacitacion
metabdlica de la célula. El dafio mas critico se produce al haber ruptura del ADN, lo cual induce
a la muerte celular. Esta puede ocurrir por apoptosis (muerte celular programada) o necrosis
(Arias, Aller, Arias y Lorente, 2001).

La respuesta celular a las radiaciones puede ser de cuatro tipos, incluyendo: (a) muerte en
interfase, cuando ocurre el cese de las funciones metabdlicas; (b) retraso mitotico, cuando se
da un blogueo temporal de las células dentro del ciclo mitdtico; (c) fallo reproductivo o muerte
diferida, 1o cual ocasiona que las células irradiadas efectien pocos ciclos antes de morir; y (d)
modificacion celular, cuando se da una transformacion de la célula, la cual puede conservar su
capacidad reproductiva y dar lugar a una neoplasia maligna (carcinogénesis) (Cura, Pedraza
y Gayete, 2009). Para la obtencion de una capa alimentadora es necesario que las células
detengan su ciclo celular y mueran en un periodo relativamente corto de tiempo, aunque
manteniendo sus funciones metabdlicas y sin transformarse. Debido a ello, la muerte celular
en interfase y la modificacion celular son indeseables, siendo que la respuesta ideal esperada
es la inactivacion mitética; sin embargo, el fallo reproductivo o muerte diferida podria ser una
variante aceptable.

En el presente trabajo se evalud el efecto de cuatro dosis de irradiaciéon con rayos X (30, 60,
70 y 80 Gy) sobre fibroblastos murinos 3T3. Para determinar el efecto de estas dosis sobre la
viabilidad celular, se utilizé la prueba de viabilidad por MTT, la cual se basa en la propiedad de
esta sustancia de ser reducida a cristales de formazan (insolubles en agua) por los mecanismos
de oxidacion-reduccion en la mitocondria de las células metabdlicamente activas, generando
un cambio de color cuya intensidad es proporcional a la cantidad de células viables presentes
en la muestra (Freshney, 2010 y Montuenga, Ruiz y Calvo, 2009). Por otro lado, se emplearon
ensayos de eficiencia de plateo y migracion celular para determinar la capacidad de adhesion y
supervivencia de las células, asi como su capacidad de migracion en el cultivo, respectivamente.
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Dado que las células 3T3 son adherentes, su adhesion al recipiente de cultivo es indispensable
para su supervivencia y eventual proliferacion, mientras que su capacidad de migracion es un
indicador del mantenimiento de sus funciones diferenciadas in vitro. Los resultados obtenidos
mostraron que las dosis de 60, 70 y 80 Gy permitieron generar células mitéticamente inactivas,
con resultados 6ptimos obtenidos con la dosis de 80 Gy.

Dosis de irradiacion: 30 Gy

Para la dosis de 30 Gy, se evallo la concentracion y viabilidad celular a lo largo de 22
dias desde la irradiacion. Se observd un crecimiento desordenado de las células y, lo mas
importante, la concentracion celular se triplicd al segundo dia de la irradiacion, aunque
decrecid progresivamente con el tiempo (figura 1), lo que sugiere una respuesta del tipo
fallo reproductivo o muerte diferida. Aunque tanto la concentracion como la viabilidad celular
mostraron una tendencia a decrecer progresivamente, a los 22 dias de la irradiacion todavia
parecia existir actividad mitética y metabdlica, lo cual es indeseable para los requerimientos
de nuestro laboratorio, ya que se busca que las células a utilizar como capas alimentadoras
carezcan completamente de actividad mitética y estén completamente ausentes al finalizar el
periodo de 22 dias.
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Figura 1. Concentracion (A) y viabilidad celular (B) de fibroblastos 3T3 irradiados con una dosis de 30 Gy (rayos
X). La viabilidad celular se determiné mediante MTT, donde la absorbancia a 570 nm es proporcional a la cantidad
de células viables (B), mientras que la concentracion celular se determind mediante recuento al hematocitémetro
(A). Cada grupo de datos representa el promedio de tres réplicas. La concentracion celular se refiere solo a células
vivas (azul tripan).

Aunque para la dosis de 30 Gy no se contd con un control de células no irradiadas, los
controles de los ensayos de irradiacion con otras dosis demostraron que la linea 3T3 utilizada,
bajo condiciones normales, presenta un crecimiento congruente con la curva de crecimiento
esperada para cualquier cultivo celular (Freshney, 2010), con una fase exponencial de
crecimiento hasta los 6-10 dias desde la inoculacion o siembra y una fase estacionaria entre los
10-20 dias, seguida por una fase de senescencia. Por lo tanto, las anomalias observadas en las
células irradiadas con 30 Gy (rayos X) demuestran que esta dosis causé dafios importantes en
el metabolismo celular, pero no fue suficiente para inducir el arresto mitético.

Dosis de irradiacion: 60 y 70 Gy

Las células tratadas con 60 y 70 Gy (figuras 2 y 3) evidenciaron un aparente arresto mitotico, ya
gue no se encontro diferencia significativa (p>0,05) entre la concentracion celular (de las células
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irradiadas) del dia inicial respecto a la concentracion celular del dia final de cada ensayo. Por
otro lado, aunque la viabilidad de las células irradiadas fue significativamente reducida (p<0,05)
con respecto a los controles en todos los muestreos, se evidencid la presencia de células
metabdlicamente activas en los cultivos irradiados. Lo anterior sugiere que ambas dosis fueron
efectivas para detener la division celular, manteniendo células metabdlicamente activas hasta
por 21 dias (60 Gy) y 16 dias (70 Gy). Sin embargo, no se pudo determinar el tiempo de pérdida
completa de la viabilidad celular.
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Figura 2. Concentracion (A) y viabilidad celular (B) de fibroblastos 3T3 irradiados con una dosis de 60 Gy (rayos X).
La concentracion celular se determind mediante recuento al hematocitdmetro, mientras que la viabilidad celular se
determind mediante MTT. Cada punto representa el promedio de tres réplicas. La concentracion celular se refiere

solo a células vivas (azul tripan).
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Figura 3. Concentracion (A) y viabilidad celular (B) de fibroblastos 3T3 irradiados con una dosis de 70Gy (rayos X).

La concentracion celular se determind mediante recuento al hematocitdmetro, mientras que la viabilidad celular se

determin6 mediante MTT. Cada punto representa el promedio de tres réplicas. La concentracion celular se refiere
solo a células vivas (azul tripan).
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El efecto de la dosis de 70 Gy fue, ademas, evaluado mediante la observacion de la eficiencia
de plateo, prueba que ha sido definida como el mejor método para determinar la muerte
celular reproductiva luego de tratamientos con radiaciones ionizantes (Franken et al., 2006). El
tamafio de las colonias se correlaciona con la capacidad de proliferacion celular, mientras que
la cantidad de colonias se asocia con la supervivencia y la capacidad de adhesion. En este
sentido, no fue posible obtener colonias aisladas y la mayoria de las células se concentraron
en una unica colonia en el centro del pozo; sin embargo, sin importar la cantidad de células
sembradas en el inoculo inicial, hubo ausencia total de formacion de colonias en las células
irradiadas, mientras que los controles préacticamente alcanzaron la confluencia al finalizar el
tiempo de incubacion (figura 4). Esto implica que hubo una reducida adhesion vy, por lo tanto,
supervivencia de las células irradiadas, y a la vez comprueba que no hubo proliferacion, por lo
que se verifica la efectividad de la dosis de irradiacion utilizada.
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Figura 4. Eficiencia de plateo de fibroblastos 3T3 irradiados a 70 Gy (rayos X). Las células no irradiadas (control) se
muestran en A, mientras que en B se observan las células irradiadas. Se presentan los datos observados a las dos
semanas desde la irradiacion e inoculacion. Las manchas negras (cuyo color original es morado) son las células
tefiidas con cristal violeta.

Dosis de irradiacion: 80 Gy

Todas las repeticiones demostraron que una dosis de 80 Gy fue suficiente para detener la
division celular (figura 5), ya que no hubo aumentos significativos (p>0,05) en la concentracion
de las células irradiadas (excepto un aumento anémalo en el dia 8 de la repeticion 1), pero
si una disminucion significativa (p<0,05) respecto al inéculo inicial (50.000 células/ml). Sin
embargo, en el ultimo dia de muestreo en todas las repeticiones aun se contabilizaron algunas
células metabdlicamente activas en los cultivos. El arresto mitético se verificé mediante la tincion
de cromosomas de las células en la muestra, donde se evidencid la ausencia de cromatina
condensada en las células irradiadas (figura 6).
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Por otro lado, al igual que con las dosis de 60 y 70 Gy, la viabilidad de las células irradiadas
a 80 Gy fue significativamente reducida (p<0,05) con respecto a los controles en todos los
muestreos, excepto para el dia 2 en todas la repeticiones y el dia 4 en la repeticion 2, donde
no se encontrd diferencia con los controles (p>0,05). Estos datos demuestran que las células
irradiadas mantuvieron una actividad metabdlica restringida, que decrecid progresivamente
hasta una reduccion del 88% en relacion con la viabilidad celular inicial, a los 25 dias desde la
irradiacion.

Considerando que los queratinocitos pueden tardar aproximadamente de 2 a 5 semanas en
alcanzar la confluencia en un cultivo primario (Atiyeh, Hayek y Gunn, 2005), se considerd que
las células 3T3 tratadas con 80 Gy pueden conformar una capa alimentadora adecuada para
el cultivo de epidermis.
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Figura 5. Concentracion (A, Cy E) y viabilidad celular (B, D y F) de fibroblastos 3T3 irradiados con una dosis de
80 Gy (rayos X). La concentracion celular se determind mediante recuento al hematocitdmetro, mientras que la
viabilidad celular se determiné mediante MTT. Cada punto representa el promedio de tres réplicas. La concentracion
celular se refiere solo a células vivas (azul tripan). Ay B, repeticion 1; C y D, repeticién 2; E y F, repeticion 3.
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Figura 6. Tincion (GIEMSA) de nucleos de células tratadas con una dosis de irradiacion de 80 Gy (rayos X) (1000x).
Se muestran los nucleos de las células a las 24 horas de la irradiacion. En las células irradiadas (A) se observa la
cromatina dispersa por todo el nlcleo, mientras que en las células control no irradiadas (B) se observa la cromatina
condensada. La condensacion de la cromatina es una caracteristica del periodo de mitosis celular.

Los ensayos de eficiencia de plateo de las células 3T3 tratadas con 80 Gy mostraron que, sin
importar la cantidad de células sembradas en el inéculo inicial y, al igual que con la dosis de
70 Gy, hubo reducida o total ausencia de formacion de colonias en las células irradiadas, lo
que implica minima adhesiéon y supervivencia de éstas, verificando la eficacia de la dosis de
irradiacion utilizada (figura 7). La resolucion de las colonias en las células control (no irradiadas)
fue mejor que en ensayos previos, demostrandose que una adecuada agitacion de los frascos
de cultivo durante las primeras horas después de la siembra mejord la distribucion de las
colonias.

La mayor cantidad de colonias en los pozos centrales de los frascos de cultivo podria deberse al
efecto de borde intrinseco de estos dispositivos; es posible que los pozos centrales mantengan
mayor humedad respecto a los pozos periféricos. Esto implica que en futuros ensayos con estos
frascos de cultivo se debe emplear la distribucion al azar de las réplicas.
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Figura 7. Eficiencia de plateo de fibroblastos 3T3 irradiados a 80 Gy (rayos X) en tres repeticiones. Las células
no irradiadas (control) se muestran en B, D y F, mientras que en A, C y E se observan las células irradiadas. Se
presentan los datos observados a las dos semanas desde la irradiacion e inoculacion. Las manchas negras (cuyo
color original es morado) son las células tefiidas con cristal violeta.
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Finalmente, se realizaron pruebas de migracién celular (scratch wound healing) (Ho et al.,
2005), que permiten verificar el mantenimiento de la funcionalidad diferenciada de las células
adherentes in vitro a través de la observacion de su comportamiento motil, ya que las células
en cultivo, aunque se trate de células adherentes como los fibroblastos, son méviles y pueden
recorrer o migrar distancias significativas a través del sustrato (Freshney, 2010). Esta movilidad
depende de la densidad celular y la presencia de agentes como factores de crecimiento. La
migracion celular cesa cuando las células alcanzan confluencia, lo cual va acompafiado de una
reduccion en la tasa de division celular (inhibicion por contacto) (Freshney, 2010).

Este tipo de ensayos permite simular in vitro el proceso de reparacion de una herida o lesion,
pudiéndose observar la capacidad de migracion y proliferacion de las células en cuestion para
realizarlo. Al realizar una estria en cultivos con medios que contienen suero, la migracion es
acompafiada por proliferacion celular, mientras que en medios de cultivo carentes o deficientes
en suero, se reduce o inhibe la proliferacion celular, de manera que la repoblacion de la estria
se debe casi exclusivamente a la migracion de las células (Ho et al., 2005).

Al evaluar la migracion celular de fibroblastos 3T3 irradiados con una dosis de 80 Gy (rayos X) y
cultivados en ausencia y presencia de SFB (figura 8), se encontrd que la invasion del sitio de la
lesion es al azar y que, en presencia de suero, tanto en las células irradiadas como en las células
control, la zona de la lesidon es repoblada a las 48 horas, mientras que se aprecia un leve retraso
cuando se elimina el SFB, registrandose una migracion mas lenta. No obstante, no se apreciaron
diferencias observables entre las células control y las células irradiadas, lo cual indica que las
células irradiadas mantuvieron propiedades de migracion similares a las del control.
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Figura 8. Migracion celular de fibroblastos 3T3 irradiados con rayos X (80 Gy) (40x). A y B muestran las células
irradiadas, en C y D se observan las células control. La linea punteada marca la lesion original.
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Conclusiones

Se verificd que la irradiacién con rayos X es un método viable y efectivo para la reduccion de
la supervivencia y proliferacion celular en los fibroblastos murinos 3T3, ya que una dosis de
radiacion correspondiente a 80 Gy generd dafios suficientes en la linea celular para causar el
arresto mitético, pero manteniendo una actividad metabdlica basal durante 25 dias. A pesar
de la irradiacion, los fibroblastos mantuvieron su capacidad de migracion, sugiriendo que las
células tratadas conservan algunas de sus propiedades diferenciadas in vitro.
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