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RESUMEN

Hemos estudiado el efecto que tiene el radén
sobre la proliferacién de células tumorales huma-
nas. Las células son irradiadas por disolucién del
radon y de sus descendientes en el medio de culti-
vo, con dosis semejantes a las que se reciben en
balnearios radiactivos. Los resultados obtenidos
indican efectos importantes a pesar de las débiles
dosis usadas.

RESUME

Dans cette travail, nous avons étudié I’effect qui
exerce le radon sur la reproduction in vitro des
cellules tumorales humaines. Les cellules sont irra-
diées avec doses de radiation pour disolution du
radon et descendents dans son milieu de cultive.
L’agent et les doses utilisés sont les mémes qui ac-
tuent dans le balnearies radioactives. Les resultats
trouvés pour les faibles doses employés sont inté-
ressants.

SUMMARY

We has led us to carry out a series of experi-
ments to study the effects of low doses of radiation
due to radon on mammalian tumorous cells. In
these experiments we have released doses of ra-
diation similar to those received in radioactive spas
into in vitro cell populations. The results obtained
indicate that important effects can occur in body
cell tissue using doses of radiation due to low ra-
don levels.

Universidad de Cantabria.

INTRODUCCION

El tratamiento balneoterapico ha sido tradi-
cionalmente contraindicado en enfermedades tu-
morales debido a los efectos hormonales excitato-
rios que se producen en el ambiente balneario. Esta
contraindicacion incluye a los balnearios radiacti-
vos donde los efectos de las radiaciones se suponen
menores que los balneoterapicos generales. Asi, en
los balnearios radiactivos las dosis recibidas por
los pacientes son varios 6rdenes de magnitud infe-
riores a las que se reciben en el tratamiento por ra-
dioterapia de las enfermedades tumorales y, Su-
puestamente, sin efectos. Sin embargo, y sin negar
la influencia principal del ambiente balneario, de-
be afiadirse que en los balnearios radiactivos se
presentan determinados efectos especificos que no
son una extrapolacion de los que se producen a al-
tas dosis de radiacién.

El gas radiactivo de origen natural radén (**Rn)
se presenta en el agua, y también en el aire, de los
balnearios radiactivos en concentraciones modera-
damente elevadas, (DANALI, 1986; KOBAL y
REINER, 1987). Por distintas vias produce dosis
de radiacion en los pacientes que son superiores a
las que recibe la poblacion en promedio y que son
capaces de generar efectos. A pesar de ello, los tra-
bajos experimentales realizados sobre los efectos
del radoén en concentraciones moderadas son muy
escasos. Entre ellos deben citarse los de MINTA,
1975, y los de KOCHANSKI, 1976, que de-
muestran que existe una estimulacién del endotelio
vascular y del tejido pulmonar en determinadas
condiciones de inhalacién de radén, los de SCHE-
MINSKI, 1965, y DEETJEN, 1990, sobre la repa-
racion de DNA de células sometidas a concentra-
ciones de radén bajas y, mas recientemente, los
proyectos de estudio de GOODWIN, 1993, y
ZAIDER, 1993.

Este pequefio niimero de trabajos experimenta-
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les realizados nos ha llevado a hacer una serie de
experiencias para estudiar los efectos de bajas do-
sis de radiacion debidas al radon sobre células de
mamifero. En estas experiencias hemos irradiado
poblaciones celulares in vitro con dosis de ra-
diacién semejantes a las que se reciben en balne-
arios radiactivos.

MATERIAL Y METODOS

Para estudiar los efectos del radén a bajas dosis
de radiacién sobre la evolucién de una poblacidén
celular, hemos usado como modelos células tumo-
rales de mama humana. Este es un modelo 1til de
experimentacién por el crecimiento rapido de estas
poblaciones celulares, que permite el estudio en
periodos de tiempo cortos. Las células usadas son
una linea estable, MCF-7, obtenida de efusion
pleural de una paciente con carcinoma mamario
metastasico, (SOULE, 1973) que se conservan en
botellas a 37°C donde exhiben antigenicidad a la
superficie. En cada experimento se toma una cierta
cantidad y se diluye en liquido nutriente hasta con-
seguir una concentracién de 3 * 10° células/cm’. De
esta disolucion se preparan 16 placas en cada expe-
riencia, poniendo en cada una de ellas 1 cm? de di-
solucién y afiadiendo 4 cm® de liquido nutriente,
después de lo que se dejan 3 horas para que co-
mience la proliferacion celular. Al cabo de este
tiempo se quita todo el medio de cada placa y se
sustituye por otro conteniendo radén.

El medio de cultivo conteniendo radén se ob-
tiene por difusién del gas desde una muestra
liquida que contiene radio (**Ra) y por disoluciéon
de radén en el liquido nutriente existente en un tu-
bo estéril. La graduacion de las concentraciones de
radén en este medio se consigue exponiendo cada
tubo a la difusién del gas un tiempo distinto. Los
tubos con liquido nutriente obtenidos de esta ma-
nera se cierran y se miden por espectrometria gam-
ma (SOTO, 1988), con un detector de centelleo de
INa(TI) acoplado a un analizador multicanal, de-
terminando los contajes bajo el triplete del *'*Pb y
bajo el fotopico de 0.61 MeV del 2'Bi, los descen-
dientes del raddn de vida corta emisores gamma.
Mediante medidas sucesivas del liquido contenido
en cada tubo se encuentra una tendencia al
equilibrio entre el radon, que ha difundido desde la
muestra de radio, y sus descendientes, que se al-
canza al cabo de 3 horas. La medida de estas
muestras, representativas de cada una de las con-
centraciones de rad6n disueltas, se hace por medio
de una geometria previamente calibrada en el siste-
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ma de espectrometria,

Alcanzado el equilibrio radiactivo entre el ra-

don y sus descendientes, el medio nutriente se ca-
lienta a 37°C en un bafio termostatico en los mis-
mos tubos cerrados. Cuando se encuentra a esta
temperatura, se abren y se filtran, para asegurar su
carécter aséptico, tomando porciones de 5 cm?® que
se afladen a las placas. La ultima porcién de cada
tubo se trasvasa a otro tubo estéril y se vuelve a
medir por espectrometria gamma. Igual que ante-
riormente, se miden los fotopicos de los descen-
dientes del radon 2'*Pb y 2“Bi y se vuelven a medir
al cabo de 30 minutos. Los resultados encontrados
comparando ambos contajes indican que se ha per-
dido en el liquido la mayor parte del radon inicial,
no existiendo en el medio mas que sus descendien-
tes radiactivos.
A partir de la concentracion inicial de radén en el
medio, en equilibrio con sus descendientes, y de los
contajes realizados en las muestras testigo pueden
calcularse las concentraciones de cada uno de los
descendientes del radon emisores de radiacién alfa
que se afladen a cada placa.

Las 16 placas de cada experiencia obtenidas de
esta manera se mantienen en camara de incubacion
a 37°C durante 3 dias, transcurridos los cuales se
sacan de la incubadora y se cuentan. Cada una de
las placas expuestas al radén, y también las de
control, se cuentan para determinar el nimero de
células por cm® alcanzado al final de este periodo.
El liquido nutriente se recoge para medir su con-
centracion final de radon. La medida de éste da co-
mo resultado una concentraciéon nula de elementos
radiactivos, lo que se corresponde con el de-
caimiento de los descendientes del radon.

RESULTADOS

Utilizando la anterior metodologia experimen-
tal, hemos realizado 4 experiencias de irradiacion
de células con radén o, con mayor precisién, con
las radiaciones emitidas por los descendientes del
radon. Ademés de las correspondientes placas de
control hemos usado 12 concentraciones de radén
distintas, con un total de 64 placas.

De acuerdo con las consideraciones expuestas
anteriormente, el calculo de la dosis en cada placa
se hace calculando la energia alfa depositada por
los descendientes del radon de vida media corta.
Calculada la actividad inicial de cada descendiente
se calcula la energia total depositada en la placa
por la desintegracion de los emisores de radiacién
alfa. Sumando las energias debidas a éstos y divi-



diendo por la masa de liquido en cada placa se ob-
tiene la dosis absorbida. Los errores de las dosis
calculadas debidos a la medida de las muestras
pueden estimarse en el 10% de cada valor.

El recuento de las células, una vez que han per-
manecido 3 dias en la cdmara de incubacién, se ha-
ce por medio de una placa graduada, contando ca-
da célula individualmente. Para evitar ]la manipu-
lacién inconsciente de los resultados, el experimen-
tador que cuenta las células no conoce las con-
centraciones de radon correspondientes.

Los resultados obtenidos para las 12 dosis de ra-
diacion utilizadas estdn representados en la figura
1. En ella se muestran los porcentajes de las pobla-
ciones celulares supervivientes irradiadas con res-
pecto a las de control en funcién del logaritmo de-
cimal de las dosis absorbidas. Los porcentajes de
las poblaciones supervivientes estan afectados por
el error correspondiente a la desviacion estandar de
los recuentos de al menos 4 placas con la misma
dosis. Las dosis de radiacion utilizadas toman va-
lores comprendidos entre 5 * 10° y 102Gy, No se
han presentado los errores de las dosis que son del
orden indicado anteriormente.

En todas las experiencias realizadas el efecto ha
sido una disminucion del niimero de células finales
con respecto a las de la poblacién control. Como
puede observarse en la figura, existe una relacién
entre dosis y efecto sobre las células, con una gra-
duacion en los efectos producidos por distintas do-

sis. Esta graduacion se manifiesta en el hecho de
que las dosis mas bajas, proximas a las dosis nulas
recibidas por la poblacién control, y las dosis mas
altas entre las usadas producen un efecto menor
que las dosis intermedias, Para estas Gltimas, los
crecimientos de las poblaciones celulares son muy
inferiores a los de la poblacion control, llegando al
55% de ésta, con una elevada significacién
estadistica de la diferencia entre ambas pobla-
ciones.

DISCUSION

Una poblacién celular en crecimiento, células ju-
veniles o tumorales, est4 caracterizada por un
tiempo de mitosis, promedio, de cada célula. Este
tiempo de mitosis, de 30 horas en las células usa-
das, es el tiempo necesario para que se duplique el
nimero de células de la poblacién y su existencia
determina que, en condiciones ideales, la relacién
del namero de células con el tiempo sea una fun-
cion exponencial creciente. Cuando irradiamos
una poblacién actuamos sobre algunas células con
la consecuencia de que éstas no se reproducen. En
las anteriores experiencias se ha obtenido una dis-
minucion del crecimiento de la poblacién irradiada
con respecto a la poblacién control.

La disminucién encontrada en el crecimiento de
la poblacion celular que se obtiene por nuestra
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Figura I: Porcentaje del niimero de células supervivientes con respecto al control en funcién del logaritmo de la dosis.
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irradiacion es sorprendente por dos motivos. El
primero es que no era esperable ningiin tipo de
efecto con dosis tan bajas como las utilizadas. Este
tipo de células de cancer de mama tienen un trata-
miento radioterapico en el que se irradian con do-
sis entre 50 y 70 Gy para obtener disminuciones en
el crecimiento de la poblacién del mismo orden de
magnitud que los obtenidos por nosotros con dosis
10°- 10° veces menores.

El segundo motivo de sorpresa es la forma de la
relacion entre dosis y efecto y complementa al pri-
mero. Aunque las dosis de radiacién empleadas se-
an débiles podria admitirse algiin mecanismo que
justificara un efecto tan importante. Sin embargo,
siempre deberia existir una relaciéon directa entre
dosis y efecto, entre causa y efecto, que no es lo
que se observa. Por el contrario, la relaciéon dosis-
efecto encontrada presenta un maximo, un minimo
en el niimero de células, con efectos que tienden a
ser nulos tanto para dosis inferiores como supe-
riores.

Estas dos caracteristicas de la relacion dosis-
efecto encontrada indican que lo obtenido no es
una extrapolacion de los efectos que se encuentran
a dosis de radiacion mas elevadas.

Se han descrito pocas experiencias en las que la
irradiacidn con bajas dosis de radiacién producen
efectos no lineales y no extrapolables de lo que se
obtiene para dosis altas. Algunas de estas experien-
cias forman parte del conjunto de trabajos recopi-
lados por LUCKEY, 1980, sobre los efectos de dis-
tintos tipos de radiacién en organismos vegetales o
animales. Un trabajo mas reciente es el realizado
por PLANEL, 1987, con dosis de radiacién infe-
riores a las ambientales. En la mayoria de los ca-
50s, se obtiene como resultado de la irradiacién un
incremento en el nimero de células, con lo que la
radiaciéon resulta estimulatoria. Los resultados,
contrarios, encontrados por nosotros podrian te-
ner su justificacion en el distinto metabolismo de
las células cancerosas con respecto a las células
normales.

Es interesante comparar la dosis recibidas por
las células en las experiencias anteriores con las que
recibe el hombre por causas naturales. Esta com-
paraciéon es tanto més interesante por cuanto la
irradiacion que realizamos se hace por las
particulas alfa emitidas por los descendientes de vi-
da corta del radén, que es el mismo agente que
produce la irradiacion del sistema respiratorio en
poblaciones expuestas al radon. Tales son las
poblaciones de mineros o la poblacion en general
por la presencia de radon' én viviendas (NCRP,
1984; BEIR IV, 1988). _

La dosis equivalente efectiva promedio anual re-
cibida por la poblacién se estima en 2 mSv/afio.
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De este valor m4s de la mitad se cree debida a la
irradiacion por los descendientes del radon existen-
te en el aire del interior de las viviendas (FERNAN-
DEZ, 1983; QUINDOS, 1991), en cuyo caso se
aplica el factor de calidad de la radiacion alfa para{
pasar la dosis absorbida a dosis equivalente.
Deshaciendo este cambio se obtiene que las dosis
recibidas anualmente por la poblacion son, en pro-
medio, del mismo orden de magnitud que las
empleadas por nosotros. Aqui cabe afiadir que las
tasas de dosis @ la poblacion son muy inferiores a
las del presente trabajo y que afectan a células con
tiempos de mitosis mucho mayores que las tumora-
les.

La comparacién de las dosis liberadas a las
poblacién celulares irradiadas con las recibidas en
los balnearios radiactivos es dificil de hacer porque
en estas Gltimas influyen tanto las concentraciones
de radén existentes como los no bien conocidos
mecanismos de penetracion y tiempo de residencia
del radon en el cuerpo. Sin embargo, pueden ha-
cerse algunas estimaciones de las dosis recibidas
partiendo de datos y consideraciones generales.
Asi, las concentraciones que hemos encontrado en
el agua de los balnearios radiactivos espafioles
(SOTO, 1991, SOTO et al., 1991) estdn compren-
didas entre 300 y 800 Bq/l, lo que da lugar a con-
centraciones en el aire que varian entre 80 y 5000
Bg/m®. En el aire que se utiliza para tratamientos
por inhalacién las concentraciones son mayores,
llegando a alcanzar los 100000 Bq/m?®, _

Con estas concentraciones de radon basta cono-
cer el tiempo de estancia del gas en el cuerpo para
poder evaluar las dosis producidas. Suponiendo un
tiempo de estancia de 3 horas (GOSINK, 1990), se
obtiene que las dosis recibidas en tratamientos
tipicos en un balneario radiactivo pueden evaluarse
como dentro del mismo intervalo de dosis utilizado
por nosotros en la irradiacion de células (SOTO,
1992).

Es interesante destacar que las radiaciones utili-
zadas en este trabajo para la irradiacion de pobla-
ciones celulares son las mismas que se dan en los
balnearios radiactivos. El gas radén se disuelve en
el medio nutriente o en un tejido produciendo sus
descendientes de vida media corta que se desin-
tegran. Eventualmente el radon puede salir del teji-
do y la dosis producida es debida fundamental-
mente a sus descendientes emisores de radiacion al-
fa. Este idéntico mecanismo de accion en ambos
casos permite justificar a partir de nuestras expe-
riencias in vitro el que puedan producirse determi-
nados efectos en los balnearios radiactivos debidos
a la accion del radon en concentraciones modera-
das.
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gicas ° Aparato digestivo

BALNEARIO DE LUGO - HOTEL

TERMAS ROMANAS
Aguas Bicarbonatadas, Sulfuradas Mixtas, Hipertermales (43'8°)

TRATAMIENTOS: Reumatismos crénicos (Artrosis, Artritis ¢ Reumatismos
no articulares (Cidaticas, Lumbalgias)  Afecciones Respiratorias (Farin-
gitis, Rinitis, Sinusitis, Laringitis, Bronquitis) ¢ Enfermedades dermatols-

TECNICAS: Bafos, Chorros, Hidromasajes, Baios de Burbujas » Duchas
Circulares, Paratangos, Masajes ¢ Pulverizaciones, Inhalaciones, Ne- z
bulizaciones  Duchas Nasales, Aerosoles

Situado en Lugo dispene de hotel con 40 habitacicnes con cuarto de bario, cale-
faccién, hilo musical, televisién. Amplio aparcamiento, 6000 m? de zona ajardinada,
con embarcadero propio y un paseo peatonal de 2 kilémetros al lado del rio.

Barrio del Puente, s/n » 27004 LUGO « Teléfono (982) 22 12 28 - Fax (982) 22 16 59
ABIERTO TODC EIL ANO Reservas con una antelacién minima de 15 dias
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