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6.- DISCUSIÓN 
 

 

 

6.1-  ¿ES COMPARABLE LA RADIOSENSIBILIDAD DE LAS CÉLULAS 
TUMORALES PANCREÁTICAS HUMANAS A LA DE OTROS TUMORES 
RADIOSENSIBLES? 

 

 En las últimas décadas, el cáncer de páncreas ha sido considerado un tipo de 

cáncer en el que la radioterapia tenía un papel limitado. Aparte de argumentos 

propiamente clínicos (principalmente el nihilismo terapéutico asociado a la alta 

mortalidad del cáncer de páncreas y la dudosa intolerancia a la irradiación del 

abdomen superior), una supuesta radiorresistencia intrínseca de las células tumorales 

pancreáticas humanas ha justificado la escasa dedicación de la oncología 

radioterápica al cáncer de páncreas. Sin embargo, esta idea no está basada en 

hechos demostrados. 

 

 La radiosensibilidad de las células tumorales pancreáticas humanas se ha 

estudiado en pocas ocasiones. Una revisión de la literatura tan sólo proporciona dos 

referencias bibliográficas, que además pertenecen a un mismo grupo [Courtenay, 1976; 

Smith, 1978]. En estos estudios, la SF2 fue del orden de 0,2 [Courtenay, 1976], lo que 

sugiere una elevada radiosensibilidad. En 1981, Fertil et al. realizaron una extensa 

revisión sobre la radiosensibilidad evaluada mediante ensayo clonogénico (se 

analizaron 59 líneas celulares), en la cual sólo se hace referencia a una línea 

pancreática tumoral humana: la HX32, precisamente estudiada por Courtenay et al.. 
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La radiosensibilidad de la línea HX32 se ajustó al modelo L-Q: α y SF2 fueron 0,661 

Gy-1 y 0,22, respectivamente, valores correspondientes, como ya hemos comentado, 

a una elevada radiosensibilidad [Fertil, 1981].  

 

 Si se compara la SF2 de las células pancreáticas HX32 con la de otras líneas 

celulares tumorales, puede observarse que es de las más bajas (Tabla 11). Por 

ejemplo, la SF2 de las células HX32, es del mismo orden que la de las células del lin-

foma de Burkitt, altamente radiosensible. No obstante, se debe tener en cuenta que 

las condiciones experimentales del estudio de Courtenay et al. pudieron influir 

sobremanera en la radiosensibilidad ya que ésta se determinó, mediante ensayo 

clonogénico, tras la irradiación de las células in vivo, lo que puede, per se, disminuir la 

SF2. A pesar de esta observación, la revisión de la literatura sugiere que la 

radiosensibilidad in vitro del cáncer de páncreas puede ser mayor de lo que se 

esperaba.  

 

 En nuestros experimentos, la supervivencia in vitro se ajustó al modelo L-Q. 

Este hecho, da consistencia al método experimental empleado e indica que el tipo de 

relación de la supervivencia con la dosis es parecida a la de la mayoría de estudios 

basados en ensayos clonogénicos, por lo que nuestros resultados pueden ser 

comparados con los de otros laboratorios. Las células MIA PaCa-2, PANC-1, NP-18 y 

HCT-15 formaron colonias en un porcentaje superior al 10% de las células sembradas 

y en un plazo inferior a 15 días, ambas condiciones aceptables para un ensayo 

clonogénico [Elkind, 1967]. Se observó que el crecimiento in vitro de las células MIA 

PaCa-2, PANC-1 y HCT-15 es semejante al descrito por otros autores [Yunis, 1977] o 

especificado por la ATCC (Figura 19). La línea NP-18, establecida en el Laboratorio de 

Investigación Gastrointestinal mostró un crecimiento parecido a las otras 3 líneas 

ensayadas (Tabla 2). 
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Tabla 11. Radiosensibilidad in vitro de 59 líneas tumorales humanas 
 

Radiation Quadratic 
model 

Surviving 
fraction 

Description Cell line 
code Source 

Dose 
rate 

(Gy/min) 

Cloning 
Efficiency 

% α 
(Gy-1) 

β 
(Gy-2) 

2 Gy 8 Gy 

Melanoma (19-4)…. 
 

LeCa (39-4) 
MEWO 
Ma111 
Be211 
Na11 
HX34 
HMV 

250 kV 
 

60Co 
137Cs 
60Co 
60Co 
60Co 
60Co 

200 kV 

1.84 
 
 

0.85 
3.00 
3.00 
3.00 
5.00 
1.05 

45 
 

60 
25* 
33 
25 
31 
20* 

 

-0.10 
0 

1.37 
5.55 
2.57 
4.29 
2.78 
2.77 
1.73 

6.50 
6.39 
5.37 
10.5 
3.42 
1.93 
3.15 
1.52 
5.57 

 
0.77 
0.61 
0.22 
0.52 
0.39 
0.51 
0.54 
0.57 

 
1.7 x 10-2 
1.1 x 10-2 
1.4 x 10-5 
1.4 x 10-2 
9.4 x 10-3 
1.4 x 10-2 
4.1 x 10-2 
7.1 x 10-3 

Colonic adeno 
carcinoma 

Lovo 
HCT8 
HT29 
HX18 

250 kV 
137Cs 
137Cs 
60Co 

0.90 
0.85 
0.85 
5.00 

53 
53 
35 
1.5 

3.39 
1.48 
2.04 
9.17 

5.74 
6.84 
4.11 
2.98 

0.40 
0.57 
0.56 
0.14 

1.7 x 10-3 
3.8 x 10-3 
1.4 x 10-2 
9.7 x 10-5 

Rectum adeno 
carcinoma HRT18 137Cs 0.85 76 1.58 7.39 0.54 2.5 x 10-3 

Cervix NHIK3025 
SZC 
HeLa 
HeLa 
HeLa 

HeLa S3-1 
HeLa S3 
HeLa S3 

“ 

220 kV 
137Cs 

 
 

300 kV 
200 kV 
6 MV 
137Cs 

“ 

3.55 
0.85 
1.73 
1.73 
1.00 
1.05 
2.00 
1.43 

“ 

75 
21 
80* 
80* 

 
 
 

80 
“ 

2.94 
3.16 
4.24 
1.72 
3.37 
2.83 
2.69 
3.36 

“ 

3.91 
5.64 
11.9 
7.96 
2.55 
5.09 
2.95 
0.75 

“ 

0.48 
0.42 
0.27 
0.52 
0.46 
0.46 
0.52 
0.50 

“ 

8.1 x 10-3 
2.2 x 10-3 
1.6 x 10-5 
1.5 x 10-3 
1.3 x 10-2 
4.0 x 10-3 
1.8 x 10-2 
4.2 x 10-2 

“ 
Glioblastoma A3 

A2 
A7 

TX13 

250 kV 
250 kV 
250kV 
220 kV 

1.00 
1.00 
1.00 
0.8 

6* 
20* 
30* 
5-12 

0.86 
3.36 
0.97 
5.59 

3.94 
3.94 
3.19 
1.52 

0.72 
0.44 
0.72 
0.31 

4.0 x 10-2 
5.5 x 10-3 
5.9 x 10-2 
4.3 x 10-3 

Medulloblastoma TX14 
TX7 

220 kV 
220 kV 

0.8 
0.8 

9-11 
5-7 

6.09 
6.13 

1.20 
0.75 

0.28 
0.28 

3.6 x 10-3 
4.6 x 10-3 

Osteosarcoma TX4 220 kV 0.8 3-12 4.50 2.01 0.37 7.6 x 10-3 
Pancreas HX32 60Co 5 25-35 6.61 4.48 0.22 2.8 x 10-4 
Oat cells ca. HX33 60Co 5 0.3-1.5 5.49 4.41 0.28 7.4 x 10-4 
Burkitt lymph. P3HR-1 200 kV 1.05 80 7.05 0.77 0.18 2.2 x 10-3 
Wells’ data         

Bronchus 
B 
 
Σ 

250 kV 
 

250 kV 

3.7 
 

3.7 

34* 
 

30* 

-0.89 
0 

0.1 

3.48 
2.75 
2.76 

 
0.89 
0.88 

 
0.17 
0.16 

Breast 

L 
 

T 

250 kV 
 

250 kV 

3.7 
 

3.7 

26-29* 
 

21* 

-0.22 
0 

-0.84 
0 

3.36 
3.18 
3.58 
2.77 

 
0.88 

 
0.89 

 
0.13 

 
0.17 

Endometrium E 250 kV 3.7 25-48* -0.21 
0 

3.34 
3.13 

 
0.88 

 
0.13 

Melanoma G 
K 
 

250 kV 
250 kV 
250 kV 

3.7 
3.7 

32* 
30* 

0.56 
-1.01 

0 

1.90 
3.80 
2.96 

0.83 
 

0.89 

0.18 
 

0.15 
Ovary W 250 kV 3.7 28* 0 2.52 0.90 0.2 
Stomach S 250 kV 3.7 26-38* -1.79 4.40   
 
SF2: Supervivencia tras 2 Gy; SF8: Supervivencia tras 8 Gy. α: Coeficiente lineal del modelo L-Q (x 10); 
ß: Coeficiente cuadrático del modelo L-Q (x 100). [Fertil et al., 1981]. 
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 Tanto por su capacidad clonogénica como por su patrón de crecimiento, las 

líneas celulares empleadas pueden considerarse indicadas para las investigaciones 

realizadas. La solidez del modelo se mantuvo a pesar de que las células se irradiaron 

según distintos técnicas (aisladas y monocapa). Los cambios de radiosensibilidad 

según si las células se irradiaron aisladas o en monocapa sólo fueron claramente 

significativos en la línea HCT-15, siendo mayor la radiosensibilidad en monocapa 

(Tabla 12). 

 

 

Tabla 12. Comparación de la radiosensibilidad entre las células pancreáticas y las 
células HCT-15  según el método de irradiación 

 

 SF2 α D̄     ñ 
 

MIA PaCa-2 aisladas 
versus monocapa 

 

 
0,690 vs 0,602 

(0,154) 
0,487 vs 0,602 

(0,058) 

 
0,137 vs 0,237 

(0,008) 
0,335 vs 0,237 

(0,130) 

 
3,460 vs 2,940 

(0,058) 
2,735 vs 2,940 

(0,058) 

 
1,80 

 

 
PANC-1 aisladas 
versus monocapa 

 

 
0,670 vs 0,672 

(1) 
0,336 vs 0,672 

(0,014) 

 
0,181 vs 0,169 

(0,344) 
0,597 vs 0,169 

(0,023) 

 
3,866 vs 3,267 

(0,850) 
2,245 vs 3,267 

(0,014) 

 
2,58 

 
HCT-15 aisladas 

versus monocapa 

 
0,817 vs 0,536 

(0,008) 
0,486 vs 0,536 

(0,308) 

 
-0,054 vs 0,312 

(0,013) 
0,241 vs 0,312 

(0,660) 

 
3,436 vs 2,476 

(0,006) 
2,437 vs 2,476 

(0,659) 

 
1,80 

 
SF2: Supervivencia tras 2 Gy. D̄  : Dosis Media de Inactivación. α: Coeficiente alfa del modelo L-Q. ñ: 
Multiplicidad celular en el momento de la irradiación de células aisladas. Entre paréntesis: Valor de p 
(U de Mann-Whitney). En negrita: Valor de p estadísticamente significativo. En cursiva: 
Radiosensibilidad de las células aisladas corregida por la multiplicidad versus radiosensibilidad de las 
células en monocapa. 
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 La radiosensibilidad de las células pancreáticas de nuestro estudio fue parecida 

a la descrita por algunos autores al examinar otras líneas tumorales humanas no 

pancreáticas derivadas de localizaciones en las que la radioterapia tiene un papel cla-

ramente definido, por ejemplo, en el cáncer de mama, de endometrio o de colon 

(Tabla 11). 

 

Con la finalidad de analizar una posible similitud entre la radiosensibilidad de 

las células pancreáticas y las de colon, comparamos las células pancreáticas, MIA 

PaCa-2, PANC-1 y NP-18, primero con la línea HCT-15 y después con otras líneas 

colónicas, referidas en la literatura. La comparación es relevante dado que en el 

cáncer de colon, y especialmente el rectal, la indicación de radioterapia está bien 

reconocida [NCI, 1990]. 

 

 Si consideramos la irradiación de células aisladas, la radiosensibilidad de las 

células pancreáticas fue mayor que la de las células HCT-15 siendo estas diferencias 

estadísticamente significativas (Tabla 4).  

 

 Si consideramos sólo la irradiación en monocapa, la radiosensibilidad de las 

células MIA PaCa-2, PANC-1 y NP-18 de promedio fue ligeramente inferior a la de las 

células HCT-15. Estas diferencias fueron estadísticamente significativas en las células 

PANC-1 y NP-18, pero no en las células MIA PaCa-2 (Tabla 4). 

 

 La radiosensibilidad de distintas líneas tumorales humanas de colon (n= 16) 

referidas en la literatura fue sólo ligeramente superior (rango de SF2 = 0,36 - 0,67) a la 

de las células pancreáticas en el LIG (Tabla 13). El grado de comparación de nuestros 

resultados con la literatura es alto puesto que las células se irradiaron en monocapa 

utilizando un procedimiento muy parecido [Leith, 1991]. 
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 In vivo, las células MIA PaCa-2 y las HCT-15 desarrollaron tumores en una 

proporción muy elevada. La irradiación inhibió el crecimiento tumoral de ambas líneas 

celulares. La inhibición del crecimiento tumoral fue dependiente de la dosis. Los 

tumores MIA PaCa-2 fueron más radiosensibles (Tabla 5). La respuesta de los 

tumores HCT-15 sugiere una resistencia que no mostraron los tumores MIA PaCa-2, 

hecho que no puede atribuirse a factores externos ya que la calidad de la irradiación, 

el tamaño tumoral, la oxigenación, etc. fueron controlados. Por ello, es razonable 

imputar a una mayor radiosensibilidad intrínseca de las células MIA PaCa-2 las 

diferencias observadas in vivo. La dosis requerida para inactivar definitivamente los 

tumores MIA PaCa-2 (12 - 18 Gy) fue del mismo orden que las dosis administradas 

habitualmente en la irradiación intraoperatoria [Calvo, 1992]. 

 

 

Tabla 13. Radiosensibilidad de las células pancreáticas y de las células HCT-15 
irradiadas en monocapa 

 

 MIA PaCa-2 PANC-1 NP-18 HCT-15 Leith et al. 

SF2 0,602 0,672 0,642 0,536 0,490 

α 0,237 0,169 0,183 0,312 0,240 

D̄   0,940 3,267 3,057 2,593 2,350 

 
SF2: Supervivencia tras 2 Gy; α: Coeficiente alfa del modelo L-Q;  D̄  : Dosis Media de Inactivación [Leith et 
al., 1991] 

 

 

 Estos datos sugieren que la radiosensibilidad de las células tumorales pancreá-

ticas puede ser del mismo orden que la de otros tumores en los que habitualmente 

está indicada la radioterapia y no avalan el concepto ampliamente extendido de una 

radiorresistencia inherente al cáncer de páncreas. 
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6.2.- ¿PODRÍA LA CORRECCIÓN POR LA MULTIPLICIDAD MODIFICAR LA 
VALORACIÓN SOBRE LA RADIOSENSIBILIDAD DE LAS CÉLULAS 
ESTUDIADAS? 

 

La multiplicidad celular, ñ, se define, desde un punto de vista estricto, como el 

número de células que constituyen una CFU en un momento determinado. 

Habitualmente, se utiliza para definir el número de células que se han generado por 

célula sembrada desde la siembra hasta su irradiación. La ñ debe tenerse en cuenta 

cuando la disgregación de un subcultivo no ha sido perfecta, y por tanto algunas 

células presuntamente aisladas están constituidas realmente por células unidas entre 

sí por glicocálix, y cuando las células proliferan durante el tiempo que media entre la 

siembra y la irradiación. Esta última situación se da cuando es necesario dejar pasar 

un tiempo para que las células se recuperen del efecto de la disgregación y entren en 

una fase de crecimiento exponencial. 

 

 En un ensayo clonogénico la multiplicidad debe tenerse en cuenta ya que 

puede condicionar una menor radiosensibilidad (Figura 48). Este efecto puede ser 

debido a que la irradiación debe inactivar más células y a que la interacción entre 

células vecinas estimula el crecimiento y la resistencia celular frente a la irradiación 

[Wells, 1980]. Este último fenómeno, denominado feeder effect, es especialmente 

relevante cuando se irradian cultivos con una elevada densidad celular.  

 

 En nuestros experimentos con células aisladas se contempló un tiempo de 

espera entre la siembra y la irradiación y además existió la posibilidad de una disgre-

gación incompleta. Las células se trataron a distintos intervalos tras la siembra. Al 

aumentar la multiplicidad se observó una pérdida de radiosensibilidad. En las células 

MIA PaCa-2, cuando la multiplicidad fue de 1,8, la SF2 fue de 0,771 y la D̄    fue de 3,8-

91. En cambio, cuando la multiplicidad fue de 5,5 la SF2 fue de 0,837 y D̄    la fue de 

5,002 (Tabla 7). Debido a la disminución de la radiosensibilidad, decidimos aplicar un 

método de corrección. De entre los escasos métodos disponibles, hemos utilizado el 
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de Gerweck [Gerweck, 1994-b] cuyas premisas son que la disgregación de los cultivos 

origine una mayoría de células aisladas y que la supervivencia sea independiente de 

la interacción entre células.  

 

 
Figura 47. Influencia de la multiplicidad celular sobre la radiosensibilidad 
En las curvas de la izquierda la ñ inicial fue de 1,5 y en el momento de la irradiación de 1,8. ( ) Sin co-
rrección por la ñ. ( ) Con corrección por la ñ media en el momento inicial (tras la siembra) y en el 
momento de la irradiación. [Gerweck, 1994-b]. 
 

 

 Después de corregir por la ñ (1,8), la SF2 de la línea MIA PaCa-2 pasó de 

0,771 a 0,548, p = 0,046 (Tabla 7 y 8). Teóricamente, dicha disminución equivaldría a 

la radiosensibilidad de las células MIA PaCa-2 si en lugar de 1,8 células por CFU en 

realidad hubiera habido en el momento de la irradiación sólo 1 célula. Según la curva 

de supervivencia sin corregir (Figura 36), a una supervivencia de 0,548 le corresponde 

aproximadamente una dosis de 3 Gy. Esto significa que la corrección por una ñ media 

de 1,8 células, es decir una adición de 0,8 células por CFU, tuvo el mismo efecto 

sobre la supervivencia que la adición de 1 Gy. 
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 De forma parecida, en las células HCT-15, la radiosensibilidad fue menor a 
medida que aumentó la multiplicidad (Tabla 9). En estas células, la SF2 disminuyó con 
la corrección por la multiplicidad. Por ejemplo, con una ñ de 6,2, la SF2 pasó de 0,937 
a 0,194, p = 0,033 (Tabla 9 y 10). En este caso, la corrección tuvo el mismo efecto que 
si se hubiera administrado una dosis adicional de 3 Gy (Figura 42). 
 
  No obstante, estos métodos de corrección son modelos matemáticos basados 
en premisas que no siempre se cumplen, por lo que también podrían introducir 
errores. Por ejemplo, la SF2 de las células HCT-15 pasó tras la corrección de 0,799 a 
0,475, p = 0,041, cuando la ñ fue de 1,8, lo que representó un incremento de ra-
diosensibilidad del 168 %. Cuando ñ = 6,2 (Tablas 9 y 10) se produjo un aumento de 
la sensibilidad del 482 %. Lo esperable hubiese sido que ambas SF2 (0,475 y 0,194, 
SF2 a 24 y 72 h, respectivamente), después de la corrección, fueran equivalentes; sin 
embargo, las diferencias tras la corrección, fueron estadísticamente significativas (p = 
0,041). Este dato, junto al elevado valor del equivalente en Gy de la corrección, 
sugiere que en nuestro modelo, podría haberse sobreestimado la corrección por la 
multiplicidad, sobre todo ante una ñ alta. También, nos hace cuestionar la bondad de 
la corrección el que el ajuste de la curva de la supervivencia al modelo L-Q fuera 
menor tras la corrección por la multiplicidad (Figuras 20, 22 y 26). 
 
 Es por ello que a lo largo de toda la investigación hemos intentado presentar 
las dos observaciones con y sin corrección de la multiplicidad ya que probablemente 
ambas son representaciones limitadas de la misma realidad experimental. En relación 
a la radiosensibilidad intrínseca debemos destacar que la corrección de la 
multiplicidad no afectó a ninguna de las observaciones principales. El patrón de radio-
sensibilidad según el origen de las líneas (páncreas vs colon) se preservó (Tabla 4, en 
cursiva).  
 
 En resumen, tras la corrección se observó un aumento de la radiosensibilidad. 
Sin ninguna corrección, la radiosensibilidad intrínseca de las células irradiadas 
aisladas hubiera sido probablemente infraestimada. 
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6.3.- ¿ES COMPARABLE LA SENSIBILIDAD DE LAS CÉLULAS TUMORALES 
PANCREÁTICAS Y LA DE LAS CÉLULAS COLÓNICAS AL 5-FU? 

 

 In vitro, sólo dos de las líneas celulares estudiadas, MIA PaCa-2 y HCT-15, 

fueron sensibles al 5-FU a unas dosis similares a las concentraciones plasmáticas 

observadas en clínica humana. La resistencia al 5-FU en cáncer de páncreas se ha 

descrito previamente; no en vano, la tasa de respuestas clínicas al a 5-FU sólo 

alcanza el 30 % [Evans, 1997-a].  

 

 El 5-FU fue aparentemente más activo en exposición continua que en bolus ya 

que, para un mismo efecto, fueron necesarios más µg/ml por hora en bolus que en 

incubación continua. Esta observación estaría relacionada con el hecho de que el 

efecto citotóxico del 5-FU está favorecido por la exposición prolongada cuando el 

mecanismo de acción fundamental es ciclo-dependiente. Asimismo, el 5-FU fue más 

citotóxico sobre células aisladas que sobre células en monocapa (Figura 29 y 30). Las 

células MIA PaCa-2 fueron más sensibles al 5-FU que las HCT-15, aunque, las 

diferencias únicamente fueron significativas si el 5-FU fue administrado en bolus (p = 

0,037). No se encontraron referencias bibliográficas sobre la sensibilidad de las célu-

las MIA PaCa-2 y HCT-15 al 5-FU. 

 

 In vivo, cuando el 5-FU (220 mg/kg) se administró mediante una microbomba 

osmótica de infusión continua (5 días) no se observó ningún efecto antitumoral. En 

cambio, al aumentar la dosis (230 mg/kg en una inyección peritoneal) las células MIA 

PaCa-2 fueron sensibles al 5-FU. La ausencia de efecto del 5-FU en bomba fue 

probablemente debido a una dosis insuficiente. Por contra, las células HCT-15 no 

respondieron al 5-FU dado en bomba o en inyección. La coincidencia de una mayor 

sensibilidad de los xenotrasplantes MIA PaCa-2 in vitro e in vivo apoya el concepto de 

valor predictivo de la respuesta celular en ensayos clonogénicos.  
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 Estos resultados sugieren que las células tumorales pancreáticas pueden ser al 

menos tan sensibles al 5-FU como lo son las células del cáncer de colon, neoplasia en 

la que el 5-FU es, hoy por hoy, el tratamiento complementario de elección.  

 
 

6.4.-  LA INCUBACIÓN CONTINUA CON 5-FU, ¿RADIOSENSIBILIZA LAS 
CÉLULAS TUMORALES PANCREÁTICAS HUMANAS MIA PACA-2?  

 
 El efecto citotóxico del tratamiento combinado fue significativamente mayor que 
el de la irradiación sola, tanto en las células MIA PaCa-2 como en las HCT-15. La 
radiosensibilidad aumentó tras la administración de 5-FU en bolus o en incubación, 
aunque el aumento fue mayor en incubación continua (Tabla 7 y 9). Teniendo en 
cuenta que la radiosensibilización por 5-FU requiere que el 5-FU sea activo contra las 
células radiosensibilizadas, se desestimó estudiar el efecto del tratamiento combinado 
en las células PANC-1 y NP-18, ambas resistentes al 5-FU. Se sabe que los 
mecanismos de acción del 5-FU (citotoxicidad) y los de la radiosensibilización son 
comunes [Valeriote, 1986]. 
 
 El objetivo del análisis estadístico fue solamente establecer diferencias entre la 
radiosensibilidad de las células tratadas con irradiación sola y las tratadas con 
irradiación más 5-FU. En ningún momento se estableció una comparación entre las 
células tratadas con el esquema de bolus y las tratadas con el esquema de incubación 
continua, dadas las diferencias en el protocolo experimental, principalmente en el 
tiempo. 
 
 El tratamiento simultáneo con 5-FU en incubación continua fue claramente más 
efectivo, a pesar de ajustar por el efecto del 5-FU. Este hecho se definió como una 
radiosensibilización. La administración en bolus sólo presentó un efecto aditivo. En las 
células MIA PaCa-2 se observó una radiosensibilización tanto si 5-FU fue 
administrado antes o después de la radiación. En la línea HCT-15, el 5-FU 
radiosensibilizó sólo cuando se administró después de la irradiación. 
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 Es relevante cuestionar si la radiosensibilización observada en las células MIA 
PaCa-2 y HCT-15 en el esquema de incubación continua (y no en el de bolus) fue 
realmente debida a una mayor duración de la exposición de las células al 5-FU, es 
decir a que medió algún mecanismo de interacción entre la radiación y el 5-FU 
exclusivo de la administración en incubación continua, o si por el contrario fue debida 
a otros factores experimentales, siendo la multiplicidad el factor más plausible que 
pudo influir. 
 
 La administración de 5-FU durante 48 horas radiosensibilizó las células MIA 
PaCa-2 independientemente de la corrección por la multiplicidad (Tablas 7 y 8). Este 
resultado no es de extrañar ya que en el diseño experimental se tuvo en cuenta una 
posible influencia de la multiplicidad sobre la cinética celular. Para ello, se trataron las 
células (en los experimentos en bolus y en incubación continua) durante la fase de 
crecimiento exponencial. Se sabe que durante el crecimiento exponencial la 
proporción de células en una determinada fase del ciclo celular es constante, 
independientemente del número de células del cultivo [Fresney, 1987]. Una vez 
superada la fase LAG (estimada en nuestras células MIA PaCa-2 en 48 horas 
después de la siembra), parece poco probable que la cinética de las células tratadas a 
las 50 horas (bolus) fuese distinta de las tratadas a las 98 horas (incubación continua), 
aún a pesar de una distinta multiplicidad. En cuanto a un posible efecto feeder, 
creemos poco probable que tuviera relevancia en la radiosensibilización, sobre todo si 
tenemos presente que estamos hablando de una diferencia de 3,7 células por colonia 
en formación entre los experimentos de incubación y los de bolus. Ya se ha 
comentado previamente que este efecto es más evidente en cultivos de elevada den-
sidad celular [Wells, 1980]. 
 
 La idea de una escasa influencia de la multiplicidad celular y efecto feeder en la 
radiosensibilización de las células MIA PaCa-2 por el 5-FU en infusión continua, se vio 
reforzada por los resultados obtenidos con las células HCT-15. Fue en la situación de 
menor multiplicidad (ñ = 1,8) cuando se observó una radiosensibilización. Por contra, 
en la administración de 5-FU preirradiación y en presencia de una mayor multiplicidad 
(ñ = 6,2) la radiosensibilización se perdió (Tabla 9). 
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 La radiosensibilización en las células MIA PaCa-2 se debió al tratamiento 

recibido en el esquema adecuado. En las células tumorales humanas HCT-15 esta 

radiosensibilización no se observó. Esta valoración debe ser matizada por la 

imposibilidad de descartar de forma definitiva una posible influencia (positiva o 

negativa) de la multiplicidad celular. En la literatura, en ningún trabajo de tratamiento 

combinado se ha utilizado una corrección por la multiplicidad en la que pudiéramos 

apoyarnos. La corrección aplicada se basa en la probabilidad de inactivación de las 

células por la irradiación, sin que se conozca que se pueda aplicar este modelo 

cuando otros factores (vg. la influencia del 5-FU sobre la inhibición del crecimiento 

celular) pueden influir en el resultado final. 

 

 

6.5.- ¿QUÉ MECANISMOS DE INTERACCIÓN ENTRE 5-FU Y RADIACIÓN 
PUDIERON ACTUAR SOBRE LA RADIOSENSIBILIDAD EN LAS 
CÉLULAS MIA PACA-2? 

 
 Los hallazgos principales de los experimentos de tratamiento combinado con la 
línea MIA PaCa-2 han sido la radiosensibilización ligada a la exposición prolongada al 
5-FU y la independencia de la secuencia temporal de administración del 5-FU, antes o 
después de la irradiación. Estos hallazgos son coincidentes con lo descrito 
previamente en la literatura en otros tipos celulares, principalmente en células 
tumorales cólicas. 
 
 La radiosensibilización observada podría explicarse a partir de todos los 
mecanismos de interacción entre 5-FU y radiación (que han sido descritos en la 
Introducción) que son potenciados por una acción prolongada del 5-FU: la inhibición 
de la TS y de la síntesis (y reparación) del ADN, la inactivación de células en fase S, la 
redistribución en G1/S, la inhibición del chequeo G1 (progresión hacia S) y G2 y la 
quimiosensibilización. Sin embargo, los mecanismos por los que el 5-FU y la radiación 
interaccionan para inducir radiosensibilización son todavía desconocidos y el diseño 
de este estudio no fue pensado para investigarlos. 



  Discusión 
 
 
 

 
 
   135 / 153 

 El que la radiosensibilización se observase tanto en la secuencia pre- como en 
la post-irradiación no es contradictorio, dado que pueden coexistir varios mecanismos 
de interacción y cada uno operar en momentos diferentes. Por ejemplo, podría 
haberse producido una radiosensibilización por una inhibición de la reparación del 
ADN tras una exposición prolongada al 5-FU antes de la irradiación [Bruso, 1990] y/o 
podría haberse producido una radiosensibilización por progresión hacia la fase S de 
las células MIA Paca-2 en presencia de 5-FU después de la irradiación. Las células 
MIA PaCa-2 presentan de forma habitual una mutación del gen p53, que inhibiría el 
bloqueo del ciclo celular en el punto de control G1/S, con lo que se facilitaría la 
entrada en fase S, fase sensible al 5-FU [Lawrence, 1997]. Estos u otros procesos 
bioquímicos pueden explicar la independencia de la secuencia temporal en la 
respuesta de las células MIA PaCa-2.  
 

 Otra posible explicación es que el efecto bioquímico del 5-FU administrado 

antes de la irradiación hubiese persistido, aún después de haberse eliminado el 5-FU 

del medio, y de esta forma su acción hubiese perdurado en las horas posteriores a la 

irradiación, asemejándose la respuesta a la de las células tratadas con 5-FU después 

de la irradiación. 
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7.- CONCLUSIONES 
 

 

 

1. La radiación inhibió la capacidad clonogénica de las células tumorales 

pancreáticas humanas MIA PaCa-2, PANC-1, NP-18 y la de las células colónicas 

HCT-15. La radiosensibilidad de las células MIA PaCa-2 fue mayor que la de las 

células HCT-15. 

 

2.  La radiosensibilidad de las células tumorales pancreáticas humanas puede ser 

comparable a la de otros tumores humanos radiosensibles como el cáncer 

colorrectal.  

 

3.  El tratamiento combinado de irradiación y 5-FU inhibió la capacidad clonogénica 

de las células MIA PaCa-2 y HCT-15 en mayor medida que la irradiación sola.  

 

4.  El protocolo de administración del 5-FU influyó en la radiosensibilidad de las 

células MIA PaCa-2. El 5-FU en bolus tuvo un efecto aditivo sobre la 

radiosensibilidad, mientras que en incubación continua radiosensibilizó las células 

MIA PaCa-2. 

 

5.  Los resultados de este estudio apoyan, desde un punto de vista pre-clínico, la idea 

de considerar el tratamiento simultáneo con radioterapia y 5-FU en infusión con-

tinua como una vía de investigación en el cáncer de páncreas. 
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9.- ABREVIATURAS 

 

 
ATCC  American Type Culture Collection 

CCK  Colecistocinina 

CE  Cloning Efficiency 

CFU  Colony-forming Unit 

CREP  Colangiopancreatografía Retrograda Endoscópica 

D̄      Dosis Media de Inactivación 

DDT  Dicloro-difenil-tricloroetano 

DMEN  Dubelcco's Modified Eagle's Medium. 

DMSO  Dimetilsulfóxido 

DL50  Dosis letal para el 50% de los animales 

DSB  Double Strand Break 

dUMP  Desoxiuridin Monofosfato 

dUTP  Desoxiuridin Trifosfato 

dTMP  Desoxitimidin Monofosfato 

dTTP  Desoxitimidin Trifosfato 

EF  Enhancement Factor 

EGF  Epidermal Growth Factor 

5-FU  5-Fluorouracilo 

FUMP  Fluor UMP 

FdUMP Fluor dUMP 

FdUTP  Fluor dUTP 

LIG  Laboratorio de Investigación Gastrointestinal del Hospital de la Santa Creu i 

Sant Pau 

LMDS  Local Multiply Damaged Sites 
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ñ  Multiplicidad celular 

OER  Oxygen Enhancement Ratio 

PAAF  Punción Aspiración con Aguja Fina 

PBS  Phosphate Saline Buffer 

PTV  Planing Treatment Volume 

SF2  Fracción Superviviente tras 2 Gy 

SSB  Single Strand Break 

TGF-α  Transforming Growth factor α 

TS  Timidilato Sintetasa 

UMP  Uridin Monofostato 

UTP  Uridin Trifosfato
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10.- GLOSARIO 

 

 
AZUL TRIPÁN. Colorante vital que en condiciones normales no penetra en el citoplasma de las 

células. Permite detectar células muertas, que aparecen de color azul al microscopio. 

 

BOTÓN CELULAR. Precipitado formado por células obtenido a través de la centrifugación de 

una suspensión de células. Permite separar las células del medio de cultivo.  

 

CÁMARA DE NEUBAUER. Dispositivo para contar células constituido por un portaobjetos y un 

cubreobjetos entre los que se disponen las células en suspensión. El portaobjetos incorpora 

una rejilla proporcional al numero de células por ml.  

 

CLONING EFFICIENCY. Es el cociente entre el número de colonias formadas y el número de 

células sembradas. Indica la capacidad de unas células para formar colonias. En condiciones 

ideales la CE podría ser 1. 

 

COLONY-FORMING UNIT. Es una unidad potencialmente clonogénica. Al inicio, debería estar 

constituida por una célula; sin embargo, a medida que pasa el tiempo el número de células que 

forman una CFU va en aumento, en razón a la proliferación o multiplicidad celular. 

 

DMSO. Sustancia antioxidante utilizada en la criopreservación. 

 

DOSIS MEDIA DE INACTIVACIÓN. Es el área bajo la curva de supervivencia en coordenadas 

lineales. Es una medida directamente proporcional a la radiosensibilidad de una línea celular. 

Se mide en Gy. 

 



  Glosario 
 
 
 

 
 
   152 / 153 

dUMP. Ver UMP 

 

dTMP. Ver UMP 

 

FASE LAG. Fase del crecimiento de un cultivo con la que se conoce el período de 

recuperación de las células tras la siembra. En esta etapa, el crecimiento es nulo o muy lento. 

 

FASE LOG. Fase que sigue a la fase lag. En ella, el crecimiento es exponencial. La expansión 

de un cultivo alcanza su máximo. La proporción de células en cada fase del ciclo es constante. 

 

FEEDER CELLS. Células cuya actividad metabólica está preservada, pero que han sido 

letalmente irradiadas y que se utilizan como soporte para que las células con las que se 

experimenta proliferen con mayor facilidad. 

 

GLUTATIÓN. Es un tripéptido (glutamil-cisteinilglicina) sintetizado durante el transporte 

transmembrana de los aminoácidos. Es un potente agente antioxidante. 

 

GROWTH DELAY. Tiempo que requiere un tumor experimental en alcanzar de nuevo el 

volumen que presentaba antes de un tratamiento. 

 

LMDS. Es un tipo de lesión del ADN que se produce por múltiples pequeñas lesiones (cambios 

de base, roturas simples y dobles) que ocurren en una longitud de ADN de aproximadamente 

10 pares de bases. Esta clase de lesiones es muy difícil de reparar. 

 

MULTIPLICIDAD CELULAR, ñ. La multiplicidad celular es el incremento de células que ocurre 

entre la siembra y el momento del tratamiento. 

 

PTV. El PTV contiene el volumen tumoral conocido (por imágenes, descripción quirúrgica, etc), 

el volumen tumoral subclínico (más allá de la enfermedad objetivable) y un volumen adicional 

para que a pesar de los movimientos del paciente la dosis prescrita se administre al volumen 

tumoral conocido y al volumen subclínico. (El PTV se definió en el Informe 50 de la International 

Commission on Radiation Units and Measurements, en septiembre de 1993, y se ha 

incorporado extensamente en la práctica médica). 
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SEMICONFLUENCIA. Estado de un cultivo en el que la mayoría de la superficie cultivable esta 

ocupada por células. En esta situación el crecimiento celular es exponencial. 

 

SF2. Es la fracción de células (supervivientes) con capacidad para formar colonias tras 2 Gy. 

Se considera la medida que mejor indica la radiosensibilidad de una línea celular. En terapia se 

suelen administrar sesiones diarias de 2 Gy. 

 

TIEMPO DE DUPLICACIÓN CELULAR. Es el tiempo necesario para que el número medio de 

células por CFU se duplique durante la fase de crecimiento exponencial.  

 

UMP. Precursor del UTP, nucleótido pirimidínico que es necesario para la síntesis de ARN. Su 

homólogo desoxipentosa, dUMP, se metaboliza a dTMP por acción del enzima timidilato 

sintetasa. El dTMP es necesario para la síntesis de ADN 

 


