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Resumen 
Las radiaciones ionizantes son agentes físicos ambientales naturales, o producto de la act ividad humana para fines 
de energía nuclear, procesos industriales, diagnóst icos y terapéut icos. Con el desarrollo de la radioterapia

 

en 
tumores como carcinomas de mama, bronquios, esófago, linfomas, y otros, comienzan a observarse lesiones 
secundarias en dist intos tejidos, especialmente en el parénquima pulmonar debido a su alta sensibilidad a las 
radiaciones y escasa capacidad regenerat iva. Los cambios histopatológicos son dosis-dependiente y varían desde 
inflamatorios hasta neoplásicos. Entre las lesiones inflamatorias se ha descrito una fase temprana de neumonit is 
que puede evolucionar a una fibrosis pulmonar difusa. Se estudian los cambios histopatológicos, ult raestructurales 
y de microanálisis elemental mediante espectro de rayos-X dispersado por energía (Energy Dispersive Spectrum), en 
pulmones de ratones irradiados experimentalmente con dosis subletales de radiaciones ionizantes para observar la 
aparición de alteraciones tempranas y seguir su evolución posterior.

  

Palabras claves: Radiaciones ionizantes, pulmones, ratones, histopatología, ultraestructura, microanálisis elemental 
mediante espectro de rayos X. Rev Soc Med Quir Hosp Emerg Perez de Leon 2002; 33(1-2):1-6.  

Abstract 
The ionizing radiat ions are physical environmental natural agents or originated from human act ivit ies for nuclear 
energy, industrial, diagnosis and therapeut ical purposes. With the development of therapeut ic radiat ion for 
carcinomas of breast , bronchus, esophagus, limphoma and other kind of tumors, it was begun to be observed 
secondary damages in several t issues, especially in pulmonary parenchima due to its high sensibility to radiat ion 
and scarce regenerat ion capacity. Hysthopathological changes are dosis-dependent and vary from inflammatory to 
neoplast ic. Among inflammatory injuries, pneumonit is is described in the early stage that evolve to a pulmonary 
dif fuse fibrosis. Pulmonary changes are study on hysthopathological, ult rastructural and experimental microanalysis 
by means of the energy dispersive spectrum (EDS) produced by ionizing radiat ions, in sub-lethal dosis irradiated 
mice to see early and late alterations produced.  
Key words: Ionizing radiat ions, lung, mice, ultrastructure, histopathology, X-ray spectrum microanalisys. Rev Soc 
Med Quir Hosp Emerg Perez de Leon 2002; 33(1-2): 1-6.  

Introducción

 

Las radiaciones ionizantes son agentes 
físicos que están en el ambiente en forma 
natural, aunque pueden ser producto de la 
act ividad humana generada en la obtención 
de energía nuclear y de su aplicación en 
medicina para diagnóst ico y t ratamiento. 
Desde el descubrimiento de  los rayos X en 
1895, los invest igadores pioneros padecieron 
sus efectos. Los efectos de las radiaciones 
ionizantes sobre el pulmón son conocidos 
desde 1909 1. Con la aplicación de la 
radioterapia en el t ratamiento de tumores de 
mama, bronquios, esófago, linfomas, 
t imomas, germinomas mediastínicos y otras 
lesiones torácicas, así como con la irradiación 
corporal total previa al t ransplante de médula 
ósea, comienzan a observarse consecuencias 
iatrogénicas 2-3. Después del hematopoyét ico, 

el tej ido pulmonar es uno de los más 
sensibles, en parte ello se atribuye a su poca 
capacidad regenerat iva. La gama de lesiones 
anatomopatológicas descritas varían desde 
cambios inf lamatorios con dosis totales 
radiantes bajas, hasta la t ransformación 
neoplásica con dosis elevadas 4-7. Las lesiones 
inf lamatorias que se han descrito consisten 
en neumonit is en una primera etapa, término 
acuñado por Chu desde 1955 en sus 
observaciones de pacientes irradiados en el 
tórax para t ratamiento de carcinoma de 
mama; cuya base histológica es de carácter 
vascular exudat ivo, con presencia de células 
inf lamatorias, predominantemente macró-
fagos que después de t iempo prolongado 
evoluciona a f ibrosis pulmonar difusa en la 
fase tardía 8-9. En animales de experimenta-
ción se describe una fase de edema 
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interst icial, fase de alveolit is y f ibrosis 
interst icial. En humanos en 1992 Anderson 
cita la ex istencia de un estadio agudo 
exudat ivo, Subagudo reparat ivo y crónico 
proliferativo 10. 

La fase aguda o exudat iva se caracteriza 
por congest ión, hemorragia reciente, edema 
interst icial, alveolar. Se observa además 
hiperplasia de neumocitos t ipo II, infiltrado 
inf lamatorio crónico a veces acompañado de 
metaplasia escamosa extensa, depósitos de 
material f ibrinoide, presencia de membranas 
hialinas compuestas por líquido de edema y 
detritus celulares de acuerdo a la magnitud 
del agente lesivo. En la fase reparativa 
predomina la presencia de f ibroblastos con 
producción de matríz colágena y f ibrosis 
intraalveolar.  La f ibrosis pulmonar difusa es 
la vía f inal común de múlt iples procesos 
ocasionando f ibrosis interst icial y 
peribronquial severas, dilatación quíst ica de 
los alvéolos, disminución de los capilares 
alveolares, hiperplasia de la media de las 
arterias y arteriolas pulmonares, metaplasia 
mucinosa del epitelio de revest imiento a 
veces con at ipias 10-13. El efecto de las 
radiaciones ionizantes sobre los tej idos sería 
producido, por acción directa sobre el Acido 
desoxiribonucleico (ADN) causando  
mutaciones, inhibición de la división y muerte 
celular, así como la formación de radicales 
libres. 

Se observan las alteraciones pulmonares 
más precoces, se analizan los cambios en la 
composición de los elementos en el tej ido 
pulmonar, a t ravés de un estudio morfológico 
de las secciones t isulares de pulmones de 
ratones irradiados experimentalmente, 
coloreadas para su observación con 
microscopio de luz y de ult raestructura con 
microscopio electrónico de t ransmisión. Se 
realizó análisis elemental del tejido pulmonar 
mediante la espectroscopía de rayos-x.   

Materiales y Métodos 
Se ut ilizaron 30 ratones múridos de la 

cepa NIH, (Inst ituto Nacional de Higiene) de 
sexo femenino, de 20 gr de peso corporal, de 
los cuales 15 fueron irradiados y 15  como 
controles, sin irradiar. La dosis radiante 
ut ilizada fue subletal , de 10 Gy, (dosis 

inferior a la letal media de 13Gy para el ratón 
a los 180 días DL50/ 180) 14, aplicada 
durante 10 minutos (1 Gy/ min), dirigida a 
todo el cuerpo en un campo de 30x30 cm con 
un equipo Theratron modelo 80, A. Energy, 
Canada y una fuente de 60Co en dosis única. 
Los animales fueron sacrif icados a los 8, 15, 
30, 90, y 180 días siguientes a la irradiación,

 

de todos ellos se tomaron muestras de 
pulmón representat ivas que después de 
f ijadas en formaldehido al 10%, se incluyeron  
en parafina y fueron seccionadas a 4 micras 
de espesor, para estudio histopatológico. Se 
realizaron coloraciones de hematox ilina-
eosina (H.E), t ricrómico de Masson, coloración 
para f ibras elast icas de Hart y coloración para 
f ibras de ret iculina de Slidders y Lendrun 12-14. 
Para el estudio ult raestructural fragmentos de 
tej ido de 2 mm de diámetro fueron f ijados en 
glutaraldehído al 3% en buffer fosfato de 
Millonig, pH 7,4 a 4  ºC y 320 mOsm, lavados 
en buffer por 5 minutos, f ijados en OsO4 al 
1% en el mismo buffer a igual pH y 
osmolaridad durante una hora y 
deshidratados con etanol de concentracion 
creciente. La inclusión se hizo en resina LX-
112 previo t ratamiento con óxido de 
propileno como solvente. Las secciones de 
50-90 nm de espesor se pract icaron con un 
ult ramicrotomo Porter Blum MT 2B, fueron 
recojidas en rejillas de cobre de 3mm, 
cubiertas de colodión y como contrastantes se 
utilizaron acetato de uranilo al 3% durante 30 
min y cit rato de plomo por 10 min. La 
observación y toma de fotografías fué 
realizada en un microscopio electrónico de 
t ransmisión Hitachi H-500, con voltaje de 
aceleración de 100 kV. Las secciones 
obtenidas con el ult ramicrotomo fueron 
coloreadas con azul de toluidina. 

Para el estudio de análisis elemental por 
rayos-x, las muestras de pulmón de 2 mm en 
solución glucosada al 5% a 4ºC, fueron 
colocadas en estufa a 60ºC. Se ut ilizó un 
microscopio electrónico de barrido Hitachi 
modelo S-500 equipado con un sistema de 
microanálisis elemental mediante espectro de 
rayos-x dispersado por energia (EDS) Kevex 
7000, serie 82. Tres áreas de cada muestra 
fueron examinadas, con voltaje de aceleración 
de 20 kV por un t iempo de análisis de 150-
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200 seg, con un punto de haz de 50 nm de 
diámetro. Los espectros fueron evaluados 
semi-cuant itat ivamente con un software Via 
Magic V. Los resultados f inales fueron 
expresados en porcentaje atómico y de 
peso.     

Resultados 
Las muestras de pulmones de ratones 

fueron evaluados por 2 patólogos de la 
Cátedra de Anatomía patológica y 2 
microscopistas electrónicos de la Universidad 
Central de Venezuela. A los 8 días post-
irradiación se encontró en las secciones 
histológicas sólo escasa vasodilatación de los 
capilares de la pared alveolar. A los 15 días se 
evidencian algunos polimorfonucleares 
neutrófilos, macrófagos y edema alveolar. En 
cortes de ult ramicrotomo coloreados con azul 
de toluidina también se evidenció discreta 
acumulación de material laminar formando 
espirales que sugerían salida de material 
surfactante 14. A los 30 días los septos 
alveolares estaban engrosados con presencia 
de polimorfonucleares, macrófagos y 
linfocitos; el edema alveolar persist ía en 
menor grado. A los 90 días se observó 
disminución de los espacios alveolares con 
mayor engrosamiento de la pared. A los 180 
días había una alteración de la arquitectura 
pulmonar caracterizada por alvéolos 
pequeños de pared gruesa, hialina en parte, y 
en otras partes había áreas de enfisema con 
ruptura de las paredes y confluencia alveolar. 
La coloración de t ricrómico mostró aumento 
del colágeno desde los 90 días, igualmente se 
observó incremento de f ibras de ret iculina y 
elást icas con las coloraciones respect ivas (Fig. 
1 y 2).  

Los primeros hallazgos ult raestructurales 
fueron observados a los 8 días post-
irradiación, ident if icándose cuerpos laminares 
de neumocitos t ipo II en el espacio alveolar, 
además de lo que parecían ser restos de 
organelas celulares degeneradas (vesículas y 
microtúbulos),

 

macrófagos y material 
surfactante. A los 15 días se ident if icaron 
macrófagos act ivos con bordes externos en 
forma de pseudópodos, ademas de 
polimorfonucleares neutrófilos y eosinófilos. 
En partes de la pared alveolar había alguna 

separación de las f ibras colágenas sugest iva 
de edema interst icial. A los 30 días el 
citoplasma endotelial alveolar presentaba 
vesículas pinocít icas dilatadas y además de 
las células inf lamatorias descritas, se 
observaban neumocitos t ipo II con cierto 
aumento de tamaño de sus citoplasmas y 
aparente aumento en el número de cuerpos 
laminares. A los 90 días los cambios 
anteriores seguían presentes y en la luz 
capilar se encontraron plaquetas agrupadas; 
las f ibras colágenas interst iciales en la pared 
alveolar estaban aumentadas. A los 180 días 
esto últ imo se hizo mucho más marcado (Fig. 
3). 

Los cambios más importantes del análisis 
elemental por rayos-x , correspondieron al 
fósforo y al azufre. Los valores obtenidos en 
cada estudio para estos elementos se 
expresaron en forma relat iva (relación 
azufre/ fósforo) obteniéndose un valor 
comparat ivo. A los 8 días post-irradiación el 
azufre tuvo un valor mayor que el fósforo 
(Tabla 1 y 2) como se observaba en los 
controles. A los 15 días hubo un aumento del 
fósforo (P) en relación con el azufre (S), 
invirt iéndose (haciéndose negat iva) la relación

 

S/ P. Este aumento relat ivo del fósforo 
cont inuó en aumento a los 30 días. 
Finalmente a los 90 y 180 días se elevó 
progresivamente de nuevo el valor relativo del 
azufre. Para el análisis estadíst ico de estos 
valores se realizó una prueba de diferencias 
mínimas signif icat ivas, con valores 
signif icat ivos de p=0,001352, para los 
promedios de las lecturas de las muestras 
tomadas en los dist intos períodos del 
experimento.   

Figura 1. Pulmón de ratón, 90 días post-
irradiación. Fibrosis de septos alveolares. 
Tricrómico de Masson 400X.

         



Michelli et al 

Rev Soc Med Quir Hosp Emerg Perez de Leon 2002; 33(1-2): 1-6. 

4

 
Figura 2. Pulmón de ratón, 90 días post-
irradiación. Aumento moderado de f ibras. 
Reticulina 400X.              

Figura 3. Fibras colágenas en pulmón de ratón, 
180 días post-irradiación. ME 8750X.             

Tabla 1. Resultados del  EDS obtenidos en 
porcentaje atómico (Tres lecturas para cada 
muestra).    

R C1 R C2 R 8d R 15d R 30d R 90d R 180d 
S1 36,71 62,77 49,41 43,04 32,35 42,27 55,02 

S2 50,00 53,56 49,89 40,64 34,06 40,12 48,2 

S3 39,21 54,86 49,65 40,18 33,2 44,74 63,63 

P1 16,53 37,23 27,7 36,52 40,27 35,2 39,73 

P2 36,32 29,43 23,64 44,6 37,17 35,46 38,59 

P3 43,08 30,89 25,57 40,3 38,72 36,89 36,37 

 

R C1-2: ratones control;   R  d: ratones irradiados de  8-180 días post-radiación; S: Azufre; P: Fósforo.

  

Tabla 2. EDS, resultados relat ivos del Azufre y el 
fósforo (S/P).

    

R C1 R C2 R C2* R 8d R 15d R 30d R 90d R 180d 
S/P1 2,22 1,68 - 1,78 1,17 0,8 1,28 1,38 

S/P2 1,37 1,81 - 2,11 0,92 0,91 1,13 1,24 

S/P3 0,91 1,77 - 1,93 1,05 0,86 1,21 1,74 

PROM 1,5 1,75 1,62 1,94 0,9 0,85 1,2 1,45 

 

R C: ratones controles. R d: días post-irradiación;

 

 *= Valor promedio de los controles. 

Discusión

 
Los cambios en la pared alveolar de la 

primera semana como vasodilatación capilar y 
edema interst icial con presencia de cuerpos 
laminares de neumocitos t ipo II y restos 
celulares en el espacio alveolar, parecen 
indicar un efecto por impacto directo de la 
energía de las radiaciones como ha sido 
descrito 6, con liberación react iva del material 
surfactante 9. A las dos semanas la 
neumonit is con edema interst icial y alveolar 
indica aumento de la permeabilidad capilar 15. 
La observación de vesículas pinocít icas 
endoteliales dilatadas a los 30 días se 
interpretó como un signo temprano de lesión, 
semejante a la vacuolización que se ha 
descrito en estas células según Ward y 
Solliday 18. La persistencia y aumento de los 
cambios de neumonit is después de las cuatro 
primeras semanas  estaría indicando un 
efecto lesivo cont ínuo que se explicaría por el 
daño de macromoléculas importantes como el 
ADN, proteínas estructurales y funcionales 
debido a la ionización del agua, formación de 
radicales libres e inicio de reacciones en 
cadena, producido por las radiaciones, con 
inhibición de las mitosis, mutaciones, lesión y 
muerte celular, además de consecuencias 
posteriores en las células que sobreviven 17. A 
los t res meses ya se encuentran signos de 
reacción

  

reparat iva que conducen a la 
f ibrosis, con aumento de f ibras colágenas, 
elást icas y ret iculares en el interst icio de la 
pared alveolar, confirmado con el ME y que es 
más marcado a los seis meses, apreciándose 
además un serio t ranstorno de la arquitectura 
pulmonar. Otros cambios encontrados como 
la presencia de neumocitos t ipo II con 
aparente hipert rof ia sugieren tal vez una 
respuesta react iva al daño con incremento de 
la producción de surfactante

 

18. Un hallazgo 
interesante fue la agregación plaquetaria 
int ravascular la cual podría ser el inicio de 
microtrombosis que tendría un papel en la 
fibrosis debido a la isquemia resultante, como 
se ha propuesto 9. Las plaquetas además 
producen f ibronect ina y citoquinas como 
otras células del proceso inf lamatorio que 
también intervendrían en la fibrogénesis 19-20.  

El microánalisis elemental mediante el 
espectro de rayos-x dispersado por energía o 
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EDS (Energy Dispersive Spectrum) 21 se ha 
aplicado anteriormente para estudiar diversos 
aspectos de la patología pulmonar 22-26. Los 
cambios mas importantes que detectamos 
correspondieron al fósforo y al azufre, 
elementos que por hallarse en forma no 
difusible presentan valores más confiables. El 
aumento observado del fósforo a los 15 y 30 
días podría estar relacionado con el 
incremento de células inf lamatorias que 
cont ienen ADN en sus núcleos o ser 
consecuencia de mayor salida y producción de 
fosfolípidos de la sustancia surfactante. La 
recuperación en etapas posteriores de los 
valores del azufre a su vez pudiera estar 
relacionado con incremento de las proteínas, 
pues este elemento según Eckenhoff es 
indicador del contenido de proteínas en los 
tejidos 27, hallándose en los aminoácidos 
cist ina, cisteína y met ionina. Las proteínas 
que forman el colágeno no son ricas en estos 
aminoácidos pero en cambio sí lo son las 
f ibras elást icas las cuales cont ienen cist ina 26. 
Por otro lado la f ibronect ina, factor que 
interviene en la f ibrogenesis 6 posee puentes 
disulfuro en su molécula, sin embargo 
estudios posteriores deben realizarse para 
determinar sus implicaciones en la 
patogénesis de la f ibrosis pulmonar post-
radiaciones. El aumento del azufre también 
puede ser relat ivo, causado por una 
disminución del fósforo lo cual podría 
deberse al pase de la fase aguda a la crónica 
con enlentecimiento del cuadro inf lamatorio 
agudo y menor número de núcleos (ADN) 
presentes o estar relacionado con una menor 
producción de surfactante (fosfolípidos) en la 
parte f inal del proceso. En cuanto a la 
intensidad de daño producido en el pulmón 
de estos ratones, hay que considerar las 
diferencias genét icas en sensibilidad a las 
radiaciones ionizantes ex istente entre 
diferentes razas múridas, ya que se ha 
encontrado variación en el grado de f ibrosis 
producido entre ellas 28-31. Según la respuesta 
obtenida los ratones múridos NIH tendría una 
sensibilidad intermedia entre las muy 
sensibles y las más resistentes.    
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