valores correspondientes son a=18 Gy!y =370 Gy por lo que la
constante o/p=0,0486Gy [Carmichael, 1989]. La linea celular A549 ha
sido reportada como una de las lineas mas resistentes a diferentes
tipos de tratamientos [Liebmann, 2006], por lo que podemos suponer

que la velocidad de reparacion celular de esta linea es muy alta.

2.Montaje experimental

El montaje experimental en radiobiologia por lo general consiste
de tres partes principales y varia segun la finalidad del experimento.
Las tres partes principales son: el modelo bioldégico, en este caso un
cultivo celular, la irradiacién, y la forma en la que se miden los efectos
de la radiacion. El cultivo celular debe estar estandarizado y en él han
de estar manejados todos los cuidados dependientes del tipo de
células que se utilizan. La forma de irradiar las células varia segun los
recursos Yy la finalidad del experimento. Las medidas de los efectos de
la radiacion sobre las células pueden ser muy variadas, desde muerte
celular hasta la determinacion de mecanismos de reaccion enzimatico
0 seguimiento de los cambios a nivel de expresidn génica de la célula
cuando se irradia. Este trabajo fue realizado en el laboratorio de
Farmacogenética del Cancer, del Departamento de Farmacia de la

Universidad Nacional de Colombia sede Bogota.
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2.1 El cultivo celular

Las células fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified Eagles’s
medium/ Ham’s Nutrient Mixture F-12 (DMEM), suplementado al 5 %
con suero fetal bovino, gentamicina 50 ug/mL en frascos de cultivo de
150 cm? de &rea, fueron mantenidas en condiciones estandar de
incubadora, es decir 37°C de temperatura, CO; al 5% y 100% de
humedad relativa. Al sistema celular se le cambia cada tres dias el
medio de cultivo y cuando era necesario se lavaron las células con una
solucién de PBS.

Una vez las células en la caja de cultivo tenian una confluencia
del 90% se removian con una solucién de tripsina y se centrifugan
para separar el medio. Una vez se separan las células se resuspenden
en medio fresco y se cuentan (Figura 10). El conteo celular se hace en
microscopio, con una camara de Neubaguer, empleando el método de
exclusion de colorante azul de trypan.

Para este experimento se utilizaron cajas de 96 pozos (Figura 9),
en donde se sembraron 1.000 células por pozo. El numero de células
que se siembra depende del tiempo que las células van a permanecer
en el sistema experimental, en la mayoria de los casos debe alcanzar
para que las células se adhieran, se haga el tratamiento y se realice el
seguimiento a la respuesta y todo esto ldgicamente esta relacionado

con el tiempo de duplicacién celular. De tal manera que para el tiempo
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maximo requerido en el proceso, las células no alcancen confluencia
dentro del pozo. Debido a que los pozos de los bordes tienden a
evaporarse no es recomendable sembrar células ahi y son sembrados
con agua estéril, medio de cultivo celular sin células, o PBS; de esta
manera se pueden utilizar como medidas de respuestas de fondo.

Estas cajas son de poliestireno y vienen estériles.

Figura 9: Caja de 96 pozos.

2.2 La irradiacion de las células.

Una vez se siembran las células por pozo se ponen en la
incubadora por 24 horas sin el tratamiento para permitir que se
adhieran a la superficie de los pozos. En este caso el tratamiento
consiste en adicionar al medio la solucion LuCls (tricloruro de lutecio)
donde Lu-177 es el isétopo utilizado. Esta solucion es 0,4 molar con un
pH de 4.5 y se mantiene en condiciones estériles. El material
radiactivo utilizado proviene de Holanda y es adquirido por el Instituto

Nacional de Cancerologia como parte de la terapia para tratar tumores
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neuroendocrinos. En este experimento se utilizd la fraccion minima
remanente una vez la terapia ha sido realizada.

El LuCls es diluido en un buffer de acetatos y llevado a una
concentracion deseada para ser utilizado en el experimento. Se
utilizaron actividades desde 25 uCi (0.925 MBq) hasta 600 pCi (22.2
MBq) por pozo. Las diferentes actividades dispuestas en los pozos eran
calculadas por fraccionamiento de una solucién para la cual se conocia
el volumen y la actividad. Esta forma de irradiar las células ha sido
utilizada anteriormente con otros radioisétopos y para otro tipo de
lineas celulares, en especial este tipo de montajes se realizan para
conocer qué tanta actividad retienen las células que tienen algun tipo
de receptores y son susceptibles de terapias con radionuclidos
[Verwijnen, 2004]. La tasa de dosis debida a las actividades en los
pozos varia entre 0.17mGy/s y 1.4 mGy/s, lo que corresponde a baja

tasa de dosis.
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Figura 10: Montaje Experimental.

Debido a que para este montaje se estan utilizando cajas de 96
pozos la radiacidon que se pone en un pozo puede afectar la viabilidad
del pozo vecino, el primer experimento que se realizd tenia como fin
determinar cual era la mejor distribucion que se le podia dar a los
experimentos dentro de una misma caja. Para esto se montaron 5
cajas, de las cuales una fue el control y se aislé de las demas. En las
cajas restantes se utilizo solo un pozo por caja (el 6D en todas las
cajas) y pusieron actividades de 11 uCi, 25 uCi, 45 uCi, 90 uCi Fig

11.a. durante 24 horas Se esperaba ver como resultado una radio de
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accion alrededor del pozo tratado. Después se hizo otro experimento
similar con actividades mayores, de 100 pCi, 200 pCi, 300 uCi, y 400
MCi con una distribucién espacial diferente Fig 3.b. Por lo que la
distribucién de las cajas que se empled para el resto de los
experimentos fue tal que nunca se utilizaran dos pozos vecinos pero a
la vez se maximizaba el uso de la caja, figura 3.c. Con esta
distribucién geométrica se ponia la misma actividad en los pozos de
cada columna de tal manera que cada pozo es un experimento y cada
columna representa un montaje por triplicado del experimento. Esto es
posible debido a que todos los pozos fueron sembrados y los
tratamientos aplicados bajo las mismas condiciones, ademas cada caja
es medida en un tiempo diferente de esta manera las medidas de una
columna son las medidas del mismo pozo tres veces.

El mismo experimento se monto en tres momentos diferentes,
con pases diferentes de las mismas células, y se tomaron datos a

diario durante 6 dias después de la irradiacion.
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Figura 11: 11.A Distribucién experimental para definir la distribucion espacial de las cajas.
Donde el cuadro con coordenadas 6D es el Unico que contiene actividad, y todos los pozos
estan sembrados con células. B Distribucién experimental para definir la distribucion espacial
de las cajas, donde solo los cuadro amarillos se contiene material radiactivo, el resto de los
pozos estan sembrados con células. C. Distribucion final de las cajas, las células en los pozos

amarillos fueron irradiadas con Lu-177.

2.2.1 Radioproteccion
Las practicas con material radiactivo deben estar siempre bien
justificadas y nunca deben poner en riesgo al experimentador o al
publico. Los tres principios basicos de la proteccidon radioldgica que
son: tiempo minimo, distancia maxima y blindaje fueron siempre
utilizados durante las practicas.
Los ensayos fueron hechos en diferentes momentos segun la

disponibilidad del material y la viabilidad de las células por lo que
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nunca se manipularon mas de 20 mCi al mismo tiempo. Esta actividad
siempre se mantuvo en blindajes de plomo y la tasa de dosis en
contacto fue siempre menor a 5 pSv/h, tasa de dosis con la cual se le
da salida a los desechos radiactivos del hospital como desechos
hospitalarios.

Las cajas de 96 pozos estan elaboradas con Poliestireno, este
material es adecuado para el blindaje de particulas beta [Leo, 1994],
las paredes de cada pozo son de 1 mm de ancho. Adicional a la
proteccion que ofrecen las propias cajas se pusieron placas de plomo
de medio centimetro de espesor sobre el area activa de las placas,
teniendo en cuenta que la capa décimo reductora® (TVL por sus siglas
en ingles) en plomo para Lu-177 es de 2 mm con una placa y que las
cajas son de poliestireno se evitd la radiacion de frenado. Cuando se
contaba con suficientes placas se colocaba mas de una sobre cada
caja. Como las placas compartian el mismo espacio con otros
experimentos se designo el Ultimo estante de la incubadora para los
experimentos de radiobiologia de tal manera que las cajas se aislaban
de las demas con las mismas laminas de plomo y un espacio de 13 cm.
Con estas medidas se garantizd la proteccion radioldgica de las
personas y de las células que estaban en el laboratorio. La tasa de

dosis en contacto con la incubadora, cuando ésta estaba cerrada era

3 Grosor de un material que se necesita para disminuir la dosis de cierta radiacién a la decimal parte.
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igual al fondo y a diez centimetros de las cajas era de 0.7 pSv/h. La
dosis promedio recibida mientras se montaba el ensayo fue de 3 pSv
que fueron medidos en tres ocasiones con el uso de un dosimetro de
lectura directa. En todos los momentos de la manipulacién se utilizo el
dosimetro asignado por el Instituto Nacional de Cancerologia, la
lectura de este nunca excedi6 los limites o aumentd en comparacion a
las lecturas anteriores.

Con respecto a los desechos que fueron generados se tomaron
dos medidas, la primera fue guardar en blindajes plomados las puntas
de las pipetas y los viales que habian estado en contacto con el
material radiactivo y llevarlos de regreso al cuarto de desechos del
servicio de Medicina Nuclear del INC, los demas desechos fueron
liquidos y se desecharon a través de los sifones del laboratorio,
dejando correr bastante agua, esto debido a que la cantidad de
material radiactivo desechado nunca superé la tasa de emision diaria
permitida por Ingeominas para isétopos con caracteristicas similares a

las del Lu-177 [Ingeominas, 2010].

2.3 Medidas de viabilidad celular.
Después de la radiacion celular se pueden hacer diferentes tipos de
medidas, en este caso se queria medir la viabilidad celular, es decir
que proporcidon de células sobreviven a la radiacién. Existen diferentes

formas de medir muerte o sobrevivencia celular, en este caso se utilizd
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rezasurina. La rezasurina es un colorante azul que al ser reducido por
las mitocondrias de la célula viables se transforma en resofurina, la
cual es fluorescente. Este método es ampliamente utilizado en
viabilidad celular y a diferencia de los ademas métodos en este no se
matan las células por lo que es posible hacer seguimiento de
recuperacion celular u otras medidas [Escobar, 2009][Leon, 2006].
Este método ademas ha sido utilizado para medir la viabilidad celular
bajo otros protocolos con resultados igual de buenos que los clasicos
como formacién de colonias y el de incorporacién de BrdU

[Anoopkumar-Dukie, 2005].

Una vez colocados los tratamientos radioactivos se hicieron
medidas cada 24 horas, durante 6 dias, para esto se montaban 6 cajas
diferentes en las mismas condiciones de tal manera que simularan ser
la misma caja. Para tomar la medida es necesario retirar el medio y el
material radiactivo de todos los pozos y se prepara una solucién de
medio fresco sin suplementar al que se le adiciona rezasurina. Una vez
puesta la rezasurina, para que las células viables la procesen, se
continda la incubacidn durante 4 horas en condiciones estandar
manteniendo las cajas separadas de las cajas que aun estan en
tratamiento. La fluorescencia fue medida con ayuda de un equipo

TECAN GENios, que mide la fluorescencia de cada pozo, esta medida
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se da en unidades relativas de fluorescencia (URF) utilizando un filtro
de excitacion de longitud de onda de 530 nm y un filtro de emisién de
590 nm. En cada medida y para cada experimento siempre hay un
control, este control se monta al tiempo con los demas ensayos pero
se mantiene siempre aislado de las cajas con tratamiento de tal
manera que la fluorescencia del control es la fluorescencia de las
células si se dejaran crecer sin irradiacién. La relacidon entre la
fluorescencia de las células irradiadas y las células control da razén de

la supervivencia celular.

3.Resultados y Discusion.

El primer montaje en el que se irradié solo uno de los pozos de
la caja dio como resultado que las células que se encontraban
alrededor de este pozo no se afectaban por la radiacion después de 24
horas, tampoco se vio que la viabilidad celular para las células a las
que se aplicd material radiactivo se afectara pues las actividades eran
muy pequefas. Para el segundo montaje se utilizaron actividades
mayores, las cuales a las 24 horas si afectaban a las células irradiadas
pero no a sus pozos vecinos por lo que se decidié organizar las cajas
como se muestra en la figura 11C.

Una vez se decidié la distribucion de las cajas se montaron los

ensayos definitivos. Los resultados de las medidas de la fluorescencia
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de estos ensayos son directos y coincidian con el color que tomaba el
medio, en la Figura 4 se ve un ejemplo de como se veia una caja a los
3 dias y como era la lectura del equipo, por lo colores de la rezasurina
se puede visualizar en qué pozos la viabilidad celular ha disminuido lo

cual coincide con la lectura del equipo.

3dias

3678 3164 3154 3143 3119 3084 3060 3014 3100 2940 2960 3393
2994 23325 36776 41059 39909 18302 41548 36818 39399 5312 45176 3052
3052 40938 40107 27484 36017 40111 37756 10541 39831 37193 40547 2808
2821 21007 33076 33536 36757 15111 30974 38216 34918 6247 36746 2777
2799 35201 35304 20589 33614 33129 32403 8526 35511 35526 38958 2659
2661 22052 33844 32819 30674 16411 31425 37102 34688 5778 36387 2635
2620 37185 35771 17359 35315 34051 37258 9733 31755 33268 36428 2496
2847 2521 2525 2539 2582 2563 2306 2491 2511 2517 2520 2872
Figura 12: Se presentan lo datos de una caja después de estar incubada 3 dias con
actividades de 50,100,200,400 y 600 uCi en las columnas 2,4,6,8 y 10 respectivamente y en
los pozos A. Después de poner rezasurina y dejar incubando por 4 horas se puede determinar
en qué pozos se puso material radiactivo pues las células de estos pozos se ven afectadas y no
metabolizan la rezasurina como las células de los pozos en los que no se colocdé material
radiactivo. B. La lectura de la fluorescencia que da el equipo coincide con los que se aprecia
en los colores de la caja.

La fluorescencia no es el Unico parametro que se debe tener en

cuenta para medir la respuesta celular, es necesario revisar la
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morfologia de la célula. La morfologia de la célula es importante pues
revela qué tanto ha sido afectada por el tratamiento. En la figura 13 se
ve el cambio de la confluencia y de la morfologia celular con el tiempo
para una actividad después de 5 dias para diferentes actividades. Es
claro en la figura 13 como con el tiempo la forma de las células cambia

y cada vez se ven menos células en cada pozo

Figura 13: Fotos de células para diferentes actividades en el 5 dia de tratamiento.

En las fotos de la Figura 13 es facil distinguir los cambios en la
morfologia de la célula, mientras que las células en el control estan

préoximas al 100% de confluentes a medida que aumenta el grado de
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exposicion a la radiacién la poblacidén celular disminuye haciendo que
los niveles de fluorescencia bajen, por otro lado aunque las células se
vean afectadas no significa que pierdan la capacidad de metabolizar la
rezasurina, esto dependerda no soélo del grado de afectacion general
que sufran las células sino del tipo de afectacién, ello aun cuando en
un primer analisis el uso de rezaurina podria parecer como que no es
un buen método si se busca explorar el grado de afectacién de las
células con la radiacion, hay que resaltar que para este tipo de
evaluaciones se requeriria explorar a nivel de evaluaciones
moleculares. Sin embargo definitivamente el uso de rezasurina
permite hacer seguimiento de los cultivos, permite visualizar de forma
contundente el efecto final y distinguir si se trata de actividad
citostatica o citocida.

Es importante identificar que tan significativas son las variables tiempo
y actividad para el resultado de supervivencia celular, es decir que tan
importantes son estos factores para el resultado y si son importantes
por separado o si actlan entre si. Para esto se hizo un anélisis de
varianzas para dos factores (two-way anova, por sus siglas en ingles)
en el programa para estadistica R [R]. Los resultados se ven en la
tabla 4 y muestran como la actividad, el tiempo y la relacidon entre los

dos es muy significativa para la respuesta celular.
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Df Sum Sq MeanSq Fvalue Pr(>F)
actividad 1 52.393 52393 304.206 < 2.2e-16***
tiempo 1 10.319 10319 59912 2.435e-11 ***
actividad:tiempo 1 10.759 10.759 62.467 1.163e-11 ***
Residuals 8113.951 0.172

Signif. codes: 0 “*** 0.001 **" 0.01 " 0.05°"0.1°"1

Tabla 4: Resultados anova para dos factores: actividad y tiempo.

Todos los datos se resumen en la figura 14 donde se muestran
los resultados de la fraccion de supervivencia en URF contra el tiempo
para diferentes actividades. En esta grafica se observa como la
fluorescencia disminuye al aumentar la actividad pero en algun punto
entre 400 pCi y 600 pCi el comportamiento cambia drasticamente,
esto se debe a que la dosis es sub-letal para valores menores que 400
WCi. Por otro lado teniendo en cuenta que el ciclo de duplicacién celular
es de aproximadamente 22 horas [ATCC] y aunque las células no
estan sincronizadas hay unas que estan en una etapa del ciclo celular
en el que son mas radiosensibles y se presenta una disminucién
gradual en la poblacién celular. En la curva de la figura 14 se ve como
las células reaccionan a la radiacion e intentan recuperarse. Este
comportamiento depende de la actividad incorporada y en general
entre mayor sea la actividad menos efectiva es la respuesta celular.
Ademas la respuesta celular tiende a ser menos efectiva en el tiempo.
Por el comportamiento de la curva para 600 uCi es claro que la

actividad estd produciendo dafos letales a las células.
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Figura 14: Curva de supervivencia celular en funcién del tiempo para las diferentes
actividades utilizadas, con los errores estandar.

El resultado del porcentaje de fluorescencia esta directamente
relacionado con el porcentaje de viabilidad celular pero las variables
contra las que se midio, actividad y tiempo, no son los mas adecuados
cuando se esta hablando de radiobiologia, por lo que es necesario
reescribir estas cantidades en términos de la dosis, para esta
transformacién se aplico la ecuacién (4) y se graficaron los datos.

Para hacer estos calculos fue necesario calcular el volumen del
material contenido en cada pozo donde se puso el material radiactivo.
Estos volumenes no fueron iguales en todos los casos porque la

actividad que se aplicaba en el material era el resultado del
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fraccionamiento de una solucion que contiene toda la actividad a
utilizar en el montaje. Estos volimenes se midieron en mm?® y se les
saco la raiz cubica de tal manera que se utilizd el valor S que mas se
acercara al valor experimental, estos valores fueron los listados en la
tabla 5. Para algunos casos los valores de los voxeles experimentales
estaban muy lejos de los tedricos disponibles por lo que se
consideraron como datos aberrantes y no se tomaron en cuenta para
los calculos. Ademas fue necesario calcular la actividad acumulada en
cada pozo para lo que se utilizd la ecuacion (6). Los valores de la

actividad se dan en la tabla 6.

Voxel experimental (mm.) Voxel teoérico (mm.)
+0.04
6.3,6.21,6.15,6.04, 6.08, 6,01, 5.96. 6

6.64 ,6.69,6.92, 6.5 6.8

Tabla 5: Valores de los voxeles experimentales y de los valores tedricos utilizados.

ACt'V"ian(”C') Actividad(MBg) D1 D2 D3 D4 D5 D6
50 1.85 176 334 477 606 722 827
100 3.70 352 668 954 1212 1444 1654
200 7.40 703 1337 19.09 2424 2889 33.08
300 11.10 10.55 20.05 28.63 36.36 43.33 49.62
400 14.80 14.06 26.74 3817 48.48 57.77 66.16
600 22.20 2109 4011 5726 7272 86.66 99.23

Tabla 6: Los valores de las actividades acumuladas en diferentes dias para las diferentes
actividades iniciales utilizadas.

En la figura 15, se ve cdmo el porcentaje de supervivencia
celular disminuye con la dosis, lo cual es el resultado esperado. Sin

embargo existen algunos puntos con dosis menores de 50 Gy para las
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cuales las células fueron capaces de recuperarse completamente y su
actividad metabdlica fue mayor que el control, lo cual se puede
explicar debido a que la tasa de dosis fue diferente para actividades
diferentes por lo que en algunos casos y sobre todo con las dosis
pequefias el tiempo de recuperacién celular fue suficiente como para

que las células se recuperaran y siguieran creciendo.
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Figura 15: Porcentage de sobrevivencia celular en funcién de la dosis.

Graficando estos datos en semilogaritmico, Figura 16 se puede
apreciar de manera intuitiva que los datos se comportan como en el

modelo lineal cuadratico, el ajuste en la figura 17 lo confirma. La
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curvatura que corresponde a la parte cuadratica no es tan marcada, lo

que indica que los datos se ajustan a la ecuacién 8 con G <1 lo que

modifica el ajuste y los vuelve mas lineal.
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Figura 16: Grafica en escala semilogaritmica del porcentaje de supervivencia celular con
respecto a la dosis, con errores estandar.

Debido a que las células A549 son radioresistentes y tienen un
tiempo de duplicacién de 22 horas se puede suponer que el tiempo en
el que se da la dosis a las células es mucho mayor que el tiempo que
se demoran las células en reparar los dafios por lo que se supone que
el tiempo de irradiacién es infinito y se utiliza la ecuacién 12 para

calcular el valor de G y realizar el ajuste del logaritmo de la fraccion de
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supervicencia con respecto a la dosis. Suponiendo que u (constante de
reparacion celular) tiene el menor valor reportado debido a su
radioresistencia, 0.2 h* y tomando el valor de A (constante de
decaimiento celular) correspondiente a Lu-177, 0.102 h™, G toma el
valor de 0.34.

En la figura 17 se grafica del logaritmo natural de la fraccién de
supervivencia celular con respecto a la dosis y se realiza un ajuste a la
ecuacion 8 con G=0.34. El ajuste fue realizado en el programa Gnuplot
y dio como resultado que
a = 0.00707 + 0.00128 Gy~*!

B =4.5875%1075+ 1.737 * 1075 Gy 2

De estos dos valores se puede calcular a/p=154.11 +0.56 Gy por lo
gue coincide con los resultados pues muestra que la radioresistividad
de esta linea celular a la radiacion es mucho mayor que la que
presenta con respecto la calculada en [Carmichael] lo cual es
consecuente con las bajas tasas de dosis utilizadas para este ensayo y

el tiempo de entrega de dosis el cual permitié a la células recuperarse.
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Dosis vs Ln(S)

8.5 T T T T T N T
+ “lnSvsDosis.dat"” +
+ fix)
+
e r 4
3 + ¥
T R+
-8.5 | # + 1
* o F + +
1 o T T
-1k 3 e i
+
+ AA"',
-1,5 + + B ]
+ L S NS
Ln(S) -2 + .
-2.5 | ot + N
N o
_3 - -
-3,5 -
-4 - -
+
-4,5 1 1 L 1 T 1
;] 56 168 1506 200 258 368 358
Dosis (Gy)

Figura 17: Ln de la fraccion de supervivencia en funcion de la dosis con el ajuste al modelo
lineal cuadratico con G=0.34.

El ajuste encontrado tiene un margen de error grande debido a
que el calculo de la dosis en los pozos es una aproximacién porque los
valores S utilizados han sido generados considerando un cubo de
tejido suave [Lanconelli]. Ademas, en el sistema empleado en el
laboratorio a nivel in vitro, en los cultivos celulares, las células de tipo
adherentes no se encuentran suspendidas en todo el volumen sino que
forma una monocapa en el fondo del pozo lo cual podria resultar en
que a dosis recibida por las células sea diferente al promedio de la

dosis en el volumen. Por otro lado estas células no tienen la
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caracteristica principal que deben tener las células cancerigenas para
ser tratadas con terapias con radionuclidos, receptores que permitan al
material radiactivo o radiofarmaco entrar en la célula, por lo que en
este caso tenemos células inmersas en una solucién radiactiva pero
no se cuantificé cuanto de este material radiactivo estaba entrando en

la célula.

Conclusiones

La linea celular A 549 tiene una alta capacidad para reparar los
dafios causados por la radiacion o baja radiosensibilidad, ademas su
tiempo de duplicacion es de 22 horas [ATCC] por lo que se puede
afirmar que este método para medir la viabilidad celular en esta linea
da razon del porcentaje de supervivencia celular.

El montaje propuesto en este trabajo para realizar experimentos
de radiobiologia permite hacer diferentes analisis en las células que
han sido irradiadas pues la viabilidad celular no se ve afectada por la
rezasurina o la forma de conteo celular. Sin embargo es necesario
implementa un mejor calculo de los valores S para tener un valor mas
acertado de la dosis que reciben las células que se encuentran en
monocapa en la base del pozo cilindrico.

Aunqgue de la parte fisica de las radiaciones y de la interaccién de

estas con la materia se conoce bastante es muy importante entender
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mejor cdmo es la interaccion radiacién-células pues es a partir del
conocimiento de estas interacciones que se pueden seguir mejorando y
haciendo mas efectivos los tratamientos de cancer con radiaciones
ionizantes. En especial es importante conocer cdmo es la radiobiologia
de las terapias con radionuclidos pues difiere en muchos aspectos de
la radioterapia tradicional y la respuesta celular puede variar
ampliamente, como en este caso donde la relacion o/f cambia en 2
ordenes de magnitud. Ademas a partir de la diferencia entre las dosis
recibidas con respecto al volumen se hace evidente que para las
terapias con radionuclidos deben ser mas minuciosas a la hora de
determinar la actividad a administrar a los pacientes desde la

realizacidon de dosimetrias internas a nivel de voxel.

Conocer detalles de curvas como la de la Figura 14 para
diferentes tipos de células y diferentes materiales radiactivos
permitiria desarrollar métodos que permitan mejorar y potenciar los
efectos de las terapias, asi como evitar las dosis sub-letales en las que
se permita el crecimiento post-terapia del tumor. De la misma manera
este tipo de resultados en los que se muestra la diferencia entre los
o/B justifica los procedimientos de dosimetria interna para cada

paciente en las terapias con radionlclidos pues la captacién difiere
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entre pacientes lo que conlleva a dosis diferentes en pacientes

diferentes.

Sugerencias

Aunque este ensayo es practico y permite realizar diversos
estudios celulares vale la pena realizar los calculos necesarios para
comparar las dosis calculadas por el método aqui propuesto que no es
mas que una aplicacion de los métodos de disimetria interna y la
simulacién del montaje sin las aproximaciones aqui realizadas, pues
esto podria validar mejor el método y permitir hacer mas
experimentos en radiobiologia.

Para la forma de calcular la dosis aqui propuesta, es necesario
buscar el poder manejar los ajustes de concentracién del material
radiactivo empleadas en los ensayos. En este caso se hizo a partir de
voliumenes y debido a que el volumen es fundamental al momento de
calcular la dosis es ideal buscar mantener los voliumenes finales del
ensayo constantes para poder aplicar el método de una forma mas
sencilla.

En el futuro se podria repetir este ensayo con diferentes tipos de
lineas celulares que sean mas radiosensibles y también con los tipos

de lineas celulares que realmente tengan suficientes receptores de
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alguna enzima o de algun elemento de tal manera que se pueda crear

un radiofarmaco y se puedan realizar terapias con radionuclidos.
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