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Resumen

En este trabajo se midié la curva de sobrevida celular para la linea A 549,
carcinoma de pulmodn, irradiada con una solucion de Lu-177 libre en el medio
de cultivo celular. El ensayo fue montado en placas de 96 pozos donde solo
15 pozos fueron tratados con diferentes actividades que variaron entre 50uCi
y 600uCi y fueron encubadas entre 1 y 6 dias a 37°C, 5% de CO,y 100% de
humedad relativa. La fraccidn de supervivencia celular se midié encubando
las células con rezasurina durante 4 horas y midiendo las unidades de
fluorescencia relativa. La dosis se calculo a partir de la teoria de calculo para
dosimetria interna, D=AS, donde A(MBq S) es la actividad acumulada en el
pozo tratado y S (mGy/MBqg S) es tomado de [Laconelli]. Se encontro que
o/p=154.1 +0.56 Gy.

Abstract

In this work the cell survival curve for line A 549, lung carcinoma was
measured. It was irradiated with a solution of Lu-177 free in the cell culture
medium. It was mounted in 96-well plates where only 15 wells were treated
with different activities ranging from 50uCi to 600uCi and were incubated
between 1 and 6 days at 37 °© C, 5% CO2 and 100% relative
humidity. Incubating the cells with rezasurina for 4 hours and measuring the
relative fluorescence units was measured the cell survival fraction. The dose
was calculated from the internal dosimetry calculation theory, D = AS, where
A (MBq S) is the cumulative activity in the well treated and S (mGy / MBq S)

is taken from [Laconelli]. It was found thata / B = 154.1 £ 0.56 Gy.
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Introduccion

Las radiaciones ionizantes son un fendmeno natural que ha
causado gran interés desde su descubrimiento pues histéricamente es
el hallazgo que mas rapido ha sido aplicado en la industria y la
medicina. Las radiaciones ionizantes fueron descubiertas en 1895 por
Wilhelm Conrad Roentgen, quien experimentando con cargas eléctricas
descubrid los rayos X, poco tiempo después, entre 1896 y 1897, Henri
Becquerel, Maria Curie y Pierre Curie descubrieron la radiactividad
natural, lo que dio paso al entendimiento de la estructura de la
materia: el atomo.

Aunqgue en principio los dos descubrimientos parecian no tener
mucho en comun por la diferencia de sus origenes, su comportamiento
fisico es el mismo: energia que se transfiere a través de la materia o
el espacio y que es capaz de ionizar la materia. Los usos para este
descubrimiento no dieron espera, pero dieron como resultado efectos
adversos por lo que el mundo entendié rapidamente que el uso
indiscriminado de las radiaciones podia producir enfermedades como
cancer. Aun asi, las aplicaciones que las radiaciones tienen en campos
como la medicina no podian ignorarse, sin herramientas como los
rayos X, la medicina no seria lo que hoy en dia es.

Las radiografias del cuerpo humano no es el Unico uso de las

radiaciones ionizantes en medicina. En medicina se utilizan radiaciones



ionizantes para uso diagnodstico y tratamientos principalmente de
cancer. En un centro médico es posible encontrar tres formas
diferentes de irradiar a los pacientes: los aceleradores, las fuentes
cerradas y las fuentes abiertas. Los aceleradores y las fuentes
cerradas de radiacién son las mas populares pues presentan menos
riesgo, y permiten hacer tratamientos localizados. Las fuentes abiertas
son utilizadas en medicina nuclear y permiten hacer estudios
dinamicos y funcionales de los pacientes asi como algunos
tratamientos.

Los tratamientos con fuentes abiertas no son muy comunes y
estan condicionados al tipo de cancer. Para realizar un tratamiento con
fuentes abiertas las células cancerigenas deben presentar una
sobrepoblacion de receptores que permita que la biodistribucién del
material sea preferente por el tipo de célula que se quiere tratar. Un
ejemplo de esto es el cancer de tiroides donde las células procesan
naturalmente el yodo, el cuerpo no discrimina entre yodo estable o
radioactivo por lo que a los pacientes se les suministra I-131, un
isotopo de yodo que es captado por las células malignas y las
destruye. En otros casos como el de tumores neuroendocrinos, en los
que las células son receptoras de somatostatina, es necesario crear un
radiofarmaco, es decir una molécula, la cual se dirige a los receptores

y la cual es ligada a un atomo radiactivo. Este tipo de terapias son



cada dia mas populares pues son capaces de hacer tratamientos
localizados a las células malignas sin afectar considerablemente otros
tejidos. Las fuentes abiertas que se utilizan en medicina nuclear tienen
distintas caracteristicas como tiempo de vida medio y emisiones f 0 «a
y v; entre las mas utilizadas para tratamiento se encuentran I-131, Y-
90 y el Lu-177.

Aunque la parte fisica de la interacciones radiacion-materia es
bien entendida, las interacciones de la radiacién con la célula y los
tejidos y las reacciones biologicas aun esta en exploracion. Los
estudios en radiobiologia hoy en dia estan dirigidos a diferentes areas,
se siguen haciendo curvas de sobrevida celular para probar nuevos
tipos de tratamientos como altas tasa de dosis versus bajas tasas de
dosis [Verwijnen, 2004], tasas de dosis contra tiempos de exposicion,
los mecanismos de reparacion celular ante los dafios de radiacién y
como la radiosensibilidad depende de éstos o no, mutaciones [Begg,
2010], efecto Bystander, donde efectos bioldgicos producidos por las
radiaciones le ocurren a células que no han sido irradiadas y que se
encuentran en cercania de células irradiadas [XUE], entre otros.

La mayor parte la los efectos de la radiacidon en las células es
descrita para células que han sido irradiadas con haces de
aceleradores o de maquinas de rayos X, esto se debe a que este es el

método que se utiliza para hacer radioterapias y rayos X que es la



aplicacién mas popular de las radiaciones en medicina. También son
utilizadas en este tipo de experimentos fuentes cerradas, debido a que
son mas seguras pues no existe riesgo de contaminacién externa o
interna, mientras que en el caso de fuentes abiertas siempre existe
este riesgo.

Las fuentes abiertas se utilizan en medicina nuclear con dos
propdsitos: diagndstico y terapéutico. Los isétopos que se utilizan para
hacer imagenes diagndsticas son emisores gamma como el Tc-99m.
Este tipo de emisores permite que la radiactividad atraviese al
paciente y se detecte por fuera de este, permitiendo formar imagenes
estaticas y dinamicas de los érganos o las lesiones con detectores de
centelleo.

Las terapias con fuentes abiertas no son las mas conocidas y no
son la primera opcion terapéutica (excepto para cancer de tiroides) sin
embargd cada dia es mas amplio el espectro en el que se utilizan y por
su complejidad requieren cuidados especiales. A diferencia de las
imagenes diagndsticas, para tratamiento se requieren isétopos que
sean emisores gamma Yy beta, la particula beta tiene un rango mucho
menor lo que permite que deposite la mayor parte de su energia en la
lesidon que se desea tratar y la gamma permite determinar en dénde se

ubica el radiois6topo dentro del organismo.



A diferencia de la radioterapia convencional, en las terapias con
fuentes abiertas no es posible controlar variables como la dosis o la
tasa de dosis, esto se debe a que una vez el material radiactivo se
encuentra dentro del organismo la forma en la que se distribuye, se
capta y elimina es particular para cada organismo, ademas depende
del radioisétopo y la actividad administrada. Por otro lado la terapia
dura el tiempo que el material radioactivo esté incorporado y en
ningun momento es posible hacer medidas directas de la dosis a la que
los 6rganos de un paciente estan sometidos. Por lo que la respuesta de
los tejidos a la radiacidon varia, ya que la tasa de dosis varia con el
tiempo y la exposicion al material radiactivo es continua durante el
tiempo que el tejido expuesto se demore en eliminar la fuente

radiactiva o el material decaiga.

Objetivo
Con este proyecto se desea ver el comportamiento de la linea

celular A549 irradiada con Lu-177 tras implementar un montaje
experimental en el que se puede simular la captacion de material

radiactivo de un tumor tras una terapia con radionuclidos.

1. Fundamentos Teodricos
La radiobiologia es un punto de encuentro entre la biologia y la

fisica que se encarga de estudiar la interaccién radiacion-célula o



tejido. Las interacciones de la radiacion con la material son bien
conocidas y dependen del tipo de radiacidn principalmente
[SUNTHARALINGA]. La interaccidén de radiacion con células o tejidos es
ampliamente conocida, pero siguen existiendo muchos fendmenos que
causan interés y por tanto contindian en estudio.

Entender la interaccién de la radiacion con las células es de gran
importancia debido a que las radiaciones son reconocidas
principalmente por su capacidad de producir mutaciones,
carcinogénesis y muerte celular dependiendo del nivel de exposicién y
de un manejo adecuado. Sin embargo al mismo tiempo son utilizadas
en el dia a dia en los centros médicos como herramienta para hacer
imagenes diagndsticas (rayos X, TAC, Medicina Nuclear) o como

tratamiento para cancer (radioterapia y medicina nuclear).

1.1 Radiaciones Ionizantes

Las radiaciones ionizantes son un fendmeno natural que se definen
como la propagacién de la energia a través de la materia o el espacio,
y que son capaces de producir ionizaciones en la materia. La radiacién
puede ser generada (Ej. rayos X) o puede presentarse de manera
natural en algunos elementos pesados que se conocen cOmMoO
elementos radiactivos. Los elementos radiactivos producen la

radiactividad como un proceso fisico por el cual los atomos inestables

10



liberan energia espontaneamente. Existen principalmente tres tipos de
radiacion: alfa (o), beta (B) o gamma (y). Un atomo también puede
sufrir procesos de captura electrénica (CE) o conversién interna (CI)
los cuales resultan en una cascada de electrones, conocidos como
electrones Auger [Leo, 1994]. Las caracteristicas principales de estos
tipos de radiacion se listan en la tabla 1. La interaccién de la radiacion
con la materia causa ionizaciones y excitaciones en los atomos vy las
moléculas, estas ionizaciones estan relacionadas con la cantidad de
energia depositada en la materia. En principio, la interaccion
radiacién-célula y los dafios bioldgicos causados por la radiacion

depende del tipo de radiacion y su energia.

Tipo de Masa
Carga
Radiacion (MeV)
a +2 3727.33
B -1
0.511
Bt +1
Y 0 0
CI/CE -1 0.511

Tabla 1: Caracteristicas de las radiaciones nucleares [Leo, 1994]

Para este proyecto se utilizd6 Lu-177 debido a sus caracteristicas. El

Lu-177 es emisor de particulas beta de 490 keV y gammas de 113 keV
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y 210 keV, tiene un tiempo de vida medio de 6.7 dias y actividad
especifica de 4.1 E 15 Bqg/g [NCHPS].

Segun los dafios causados a las células los tipos de radiaciones
pueden dividirse segun su transferencia lineal de energia (LET por sus
siglas en inglés). Esta cantidad da razén de cuanta energia es
depositada localmente en la materia por unidad de longitud, como se
muestra en la ecuacion (1).

er=E
dx

Donde dE es la cantidad de energia depositada en una longitud dx,
y tiene unidades de energia (kev) por unidad de longitud (um). Las
radiaciones pueden dafar a las células en diferentes partes, pero es de
especial interés cuando los dafios los sufre el ADN. Entre mas
ionizaciones ocurran localmente (alto LET) mayor es el dafo
ocasionado a la célula (Figura 1). Los valores tipicos de LET para los
radionuclidos mas utilizados en terapias para cancer con fuentes

abiertas se encuentran en la tabla 2 [Kassis].
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Figura 1: Densidad de ionizaciones (*) que se producen localmente a través de la trayectoria
de particulas B, o y electrones Auger. [Kasiss]

Tipo de radiacion Energia LET
o 5-9 MeV ~80 keV/um
B 50-2300 keV ~.2 keV/um
EC/IC eV-keV ~4-26 keV/um

Tabla 2 : Caracteristicas generales de Radionuclidos terapéuticos [Kassis]

1.2 Calculo de la Dosis
La cantidad mas importante en Radioterapia, Radiodiagndstico,
Medicina Nuclear y Radiobiologia es la Dosis Absorbida. La dosis
absorbida se define como la energia media impartida al medio por
unidad de masa en un punto [Attix, 1991], tal como se indica en la
ecuacioén (2).

dE
D=— (2
am (2)

Donde dE es la energia media impartida por la radiacién a una

masa dm y tiene unidades de Grey (Gy). Debido a que no se pueden
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hacer medidas directas de las dosis en los pacientes que se someten a
terapias con radioisétopos se hace un procedimiento conocido como
dosimetria interna. La dosimetria interna consiste en calcular la dosis
recibida de diferentes 6rganos a partir de medidas de retencion de
actividad en el cuerpo. Estas medidas pueden ser directas en el caso
de emisores y, pues con un detector es posible conocer como se
encuentra distribuido el material radiactivo, o indirectas en el caso de
muestras bioldgicas como orina, heces o muestras de sangre, que
permiten identificar cuanto material esta saliendo del organismo. Las
medidas directas son las mas utilizadas en el ambito médico y son
apropiadas y aplicables a ensayos en cultivos celulares como el aqui
propuesto.

En dosimetria interna una regiéon en la que se desea calcular la
dosis es conocida como regién blanco, una region en donde se
acumula material radiactivo es una region fuente para las demas vy
blanco para si misma. Teniendo en cuenta que la dosis en radiaciones
se refiere a la energia absorbida por unidad de masa (ecuacién 1), la
dosis media absorbida en una region blanco dependera de:

* El nimero de desintegraciones que ocurran en la regidn
durante el tiempo de interés, A. Este valor también se

conoce como la actividad acumulada y no es mas que la
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integral de la actividad inicial con respecto al tiempo, por
lo que sus unidades son desintegraciones*tiempo [#s].
* El ndmero medio de particulas ionizantes que son
generadas en cada transformacién nuclear, n.
* La energia media por particula, E.
* La fraccion de la energia emitida por la fuente que es
absorbida en el blanco, ¢
* La masa, m.
La dosis media absorbida del blanco (B) durante un intervalo de
tiempo debida a la radiacién de la actividad que se encuentra en la
fuente (F), se puede escribir como [ICRU 32, 1979][ RADAR] [MIRD
11, 1975]

ArynEd

B

Ds = [ Ds(ydr =k (3)
0

Aunque son muchos términos, la mayoria depende del
radioisétopo y la masa de la regién, de tal forma que esta expresién se
puede simplificar como:

D=;1S (4)

Donde S depende del isétopo, la geometria y la masa de la
region. Se han desarrollado diferentes simulaciones que utilizan
diferentes maniquis o fantomas (Figura 2) para calcular estos valores

S para diferentes érganos, estos resultados se pueden encontrar en la
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referencia [MIRD 11] o el software OLINDA, de tal manera que solo es
necesario conocer la actividad acumulada en la regién en distintos
momentos para hacer el calculo de la dosis [Stabin, 2005] [MIRD 11,

1975]. Los valores S tienen unidades de mGy/MBqg*s.

Figura 2: Fantoma utilizado para los calculos de los valores S en 6rganos. Cada 6rgano en el
cual se acumula radiacion recibe dosis debido a la radiacion que contiene y puede irradiar a los
organos vecinos [Radar].

Para los fines de este trabajo los calculos de esos factores S para
los o6rganos de los maniquis utilizados en las simulaciones ya
mencionadas no se pueden aplicar pues la masa que se tiene en un
cultivo celular no es comparable con la masa de un érgano.

El valor de A se puede calcular facilmente teniendo en cuenta

que la actividad se puede escribir como:

In 2¢

A=Age * (5)
Donde Ay es el valor de la actividad inicial, t es el tiempo

transcurrido y T es el tiempo de vida media del radioisétopo. La
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integral en el tiempo de la actividad, medida en Bequerels, da como

resultado el nimero de desintegraciones que sucedieron por lo que:

- j‘ _In2¢ AT _In2¢
A= | Ae ’dt=—°(1—e T )(6)
0 In2

donde la integral se hace entre el tiempo 0 y el tiempo

transcurrido hasta tomar la medida, t;.

1.2.1 Dosimetria a nivel de Voxel.

El hecho de que el material radioactivo no se distribuya
uniformemente dentro del cuerpo humano dio como resultado los
primeros calculos de dosimetria interna, pero esto sigue sin ser real
pues la actividad dentro de un o6rgano puede no estar distribuida
uniformemente, un drgano puede captar de manera diferente en
diferentes partes. Como solucibn a este problema se esta
desarrollando la dosimetria a nivel de véxel. La dosimetria de voxeles
se define como el calculo de la dosis en una regién que va desde pocos
centimetros hasta micrometros (Figura 3) [MIRD 17, 1999].
Diferentes calculos se han hecho para tener los valores S a nivel de
voxel. El grupo de Imagenes Médicas de la Universidad de Bolofia,
Italia, tienes los resultados de estos cdlculos hechos en Montecarlo?
para diferentes radioisétopos y diferentes dimensiones de voxel

[Pacillio,2009].

1 El método Montecarlo se refiere a un método estocastico que se emplea como
datos de entrada nimeros aleatorios y las probabilidades para solucionar un

17



Figura 3: Dosimetria a nivel de voxel [Pacillio, 2009]

Para efectos del experimento estos valores son de gran
importancia pues las cajas en las que se disefid el experimento estan
divididas en pozos, (ver capitulo 2) cilindricos que tiene una capacidad
maxima de 400 ul por lo que se aproximé el pozo cilindrico a un voxel
cubico de lado correspondiente al volumen utilizado, y se utilizé el
valor S calculado por el grupo de Imagenes Médicas de Bolofa. De tal
manera que la dosis en cada pozo en el montaje se puede calcular
segun la (ecuacion 4), donde el valor S correspondera al valor de S en
un voxel del tamafio del pozo y sera debido solo a el material
radiactivo que se encentra dentro de su propio volumen. Los valores S
para diferentes volumenes con el isétopo Lu-177 se listan en la tabla

3.
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Volumen (mm®) Tamaiio del véxel ciibico (mm) S (mGy/(MBq )

110.6 4.8 1.78E™
125 5 1.58E™
216 6 9.25E™

314.4 6.8 6.41E

799.2 9.28 2.56E7

Tabla 3: Tabla de los valores S para diferentes tamafios de voxel

1.3 Interaccion Radiacion-Célula

Las interacciones radiacidon-célula se dan en tres tiempos como se
muestra en la figura 4. El primero cuando la radiacién interactua
directamente con los atomos que componen la célula y no toma mas
de 107!° segundos. En el segundo tiempo estos &tomos que quedaron
ionizados interactlan y reaccionan quimicamente entre si y con otros
componentes celulares, estas reacciones no toman mas de 1.5
segundos. Por Ultimo se presentan reacciones enzimaticas que actldan
sobre el dafio quimico, de tal manera que la mayoria de los dafos
producidos son reparados, las lesiones que no son reparadas pueden
conducir a la muerte celular (efectos agudos), o a efectos como las
fibrosis o la induccién de carcinogénesis que puede aparecer afios

después [Llorente, 2003].
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Figura 4: Tiempos en radiobiologia, tomada de
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Radiobiolog%C3%ADal.png

En el primer momento, cuando una molécula experimenta
ionizaciones y excitaciones causadas por un elemento radioactivo se
vuelve inestable, lo cual la hace reaccionar con el medio que la rodea.
En un sistema bioldgico la molécula que se encuentra con mayor
frecuencia es agua (H>0). Teniendo en cuenta que la célula es una
solucién acuosa existen dos maneras en que la radiacion interactue
con ella: directa o indirecta, como se ve en la figura 5. La interaccion
directa se da con cualquier molécula de la célula que no sea agua, por
lo que la interaccidn indirecta de la radiacién con la célula depende de
la interaccion de la radiacion con las moléculas de agua y sus
derivados, lo que se conoce como radiolisis del agua. La radiolisis del

agua se puede presentar de dos maneras [Llorente, 2003]:
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e Excitacion de la molécula de agua: Cuando a causa de la
radiacion la molécula de agua queda excitada ésta se puede
disociar en dos radicales libres, H. y HO. que son altamente
reactivos.

» Ionizacion de la molécula de agua: Cuando la radiacion ioniza
la molécula de agua dejando un ion H,O"y un electron libre.
El ion H,O™ es muy inestable y se descompone en el ion H" y
el radical HO. El electron libre queda con poca energia y es
capturado por moléculas de agua, por lo que en este punto se
le conoce como electrén acuoso®. El electrédn acuoso puede
reaccionar con otras moléculas organicas o con otra molécula

de agua produciendo un radical H. y uno HO..

§C==6G$S e

Figura 5: Efectos directos e indirectos de la radiacién en la materia [Schower].

2 Este nombre es utilizado por algunos autores para referirse a el estado de la
interaccidn.
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Los iones y radicales que se producen en este proceso dan paso a
la etapa quimica de la interaccion puesto que son altamente reactivos
lo que hace que se recombinen rapidamente entre ellos o interactien
con otras moléculas en la célula, como el ADN, produciendo dafios en
la célula y dando paso a la etapa bioldgica.

El dafio que la radiacion hace a la célula se puede clasificar como
letal o subletal. Los dafos letales producen la muerte de la célula
mientras que los danos subletales pueden ser reparados o acumulados
para finalmente causar muerte celular. El dafio que la radiacidon causa
en la célula, ya sea letal o subletal, depende de distintos factores como
el tipo de radiacién y su energia, el momento del ciclo en el que se
encuentre la célula y de las caracteristicas del medio que la rodea
[Llorente, 2003]. El momento del ciclo celular en que se encuentra la
célula es importante pues la célula es mas radiosensible cuando se
encuentran en mitosis (divisién celular) pues el material del nucleo
celular queda expuesto, aunque en un tejido no todas las células se
encuentran en el mismo momento del ciclo celular en los cultivos in-
vitro es posible coordinar las células pero para este proyecto este
método no es utilizado. El medio que rodea la célula es igualmente
importante en la respuesta celular debido a que existen agentes
radiosensibilizadores, como el oxigeno, al igual que radioprotectores

gue pueden potenciar o disminuir respectivamente los efectos de los
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radicales provenientes de la radiolisis del agua, para este proyecto se
utilizaron las condiciones estandar de los cultivos in-vitro.
Generalmente se cuantifica la muerte celular con curvas de
supervivencia celular donde se grafica la fraccion de células
supervivientes después del tratamiento. Para la mayoria de las células
la curva de fraccion de supervivencia es descrita por una curva que se
ajusta a un modelo linear cuadratico en funcién de la dosis (ecuacién
7); La supervivencia células S en relacion a la dosis D se describe
como se muestra en la ecuacidon 1[Llorente, 2003][Verwijnen, 2004].

Ln(S)=-aD-BD* ( 7)
Donde o y P son parametros que se refieren a diferentes

categorias de la lesidn celular, o es denominada letal y proviene de la
suposicién que un sélo evento radiactivo pueda causar un efecto letal,
es ademas un indicativo de la radio-sensibilidad intrinseca de la célula.
La parte cuadratica proviene de la suposicion de que se necesitan dos
eventos subletales en una misma célula para provocar la muerte de
ésta. Por otro lado, p es un estimado de la capacidad de la célula de
reparar el dafo, figura 6. La relacion o /p es la dosis en la cual la
muerte celular es causada igualmente por dafos reparables, como
rompimiento de wuna cadena de ADN, e irreparables, como
rompimiento doble de la cadena de ADN, esta constante también es
indicadora de la radiosensibilidad celular, entre mayor a /f menor

sensibilidad a la radiacién. Reproducir estas curvas fue uno de los
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primeros trabajos que se hicieron en radiobiologia, asi como estudiar
la radio-resistencia de algunas lineas celulares y algunos materiales

que hacen variar las repuestas de las células ante la radiacidon [Bases,

1959].
DOSIS
Lineal g [\ ~
’_C‘;" N Bajatasa dosis
EFECTO EaD N
Cuadratico Q ; ’ ™~
® ] _;5(162 Alta tasa dosis

Figura 6: La parte lineal del modelo corresponde a los dafios letales a la célula como lo
rompimientos dobles de cadena, la parte cuadratica corresponde a los efectos por dafios sub-

letales [Schorwer].

Cuando la dosis total entregada a las células es fraccionada o
prolongada los efectos de reparacién celular y la interaccidon de estos
con las radiaciones subsecuentes se altera el segundo término de la
(ecuacién 7), como solucidon a esto se ha modificado la ecuacién 7
introduciendo un factor (ecuacién 8) de correccidn que da razon de la
cantidad de dafno causado por el patron temporal de la tasa de dosis

[Bodey, 2004] [Dale, 1996][McParland, 2010].
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Ln(S)=—aD—/J’GD2( 8)
donde G se conoce como el factor Lea-Catcheside o factor de dosis

prolongada [Bodey, 2004][McParland, 2010] y en su forma

generalizada esta dado por:

2 T t . i '
G=F{D(I){D(t)e”( di'dt (19)

Donde T es el tiempo total de tratamiento, t’ es un punto en el
tiempo que se encuentra entre el primer dafio sub-letal y la segunda
incidencia de la radiacidon y u es la constante de reparacion de dafios
sub-letales, u tiene unidades de 1/hora y sus valores tipicos de estan
entre 0.5 y 1.4, donde entre menor sea el valor mas rapida es la
capacidad de reparacion de la célula. En este caso la tasa de dosis
decrece exponencialmente, a medida que la actividad decrece, y esta
se puede escribir como:

D=AS (10),

para este caso:

2 Ao V(1= o
G= —7 - (11),
A-u\l-e A+u 2A

donde A es la constante de decaimiento del radioisétopo
utilizado. Expandiendo las exponenciales a segundo orden se puede
ver que G—1 cuando T—0 y cuando T—» y t—wx G toma el siguiente

valor [MacParland].
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G, =— (12)

1.4 Linea Celular

Para este experimento se utilizo la linea celular A549 (figura 7 ) que
corresponde histolégicamente al grupo de células no pequefias de
cancer de pulmén (NSCLC por sus siglas en ingles) y al subtipo de
carcinoma de pulmon. Fue adquirida a través de la ATCC (American
Type Culture Collection). Es un tipo celular adherente, lo que significa
que las células se adhieren a la superficie del sistema de cultivo
[ATCC]. Las células tiene un tiempo de duplicacién de
aproximadamente 24 horas. Se escogié trabajar con este tipo de
células por dos razones, la primera es por conveniencia pues se
contaba con este tipo de células, crecen rapidamente y pueden crecer
sin tantos cuidados. Por otro lado existen diferentes estudios en
radiobiologia para los que estas células han sido utilizadas. La linea
A549 reporta ser de una menor radiosensibilidad que otras lineas
celulares con la misma clasificacidén histoldgica [Carmichael, 1989]. En
la figura 8 se tiene la curva de fraccidn de supervivencia vs dosis para
esta linea celular irradiada con un haz de fotones de 6 MeV a una tasa
de dosis de 2 Gy/min. La fraccidn de supervivencia para una dosis de 2

Gy es de 0.82.
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ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

!
Scale Bar = 100pm Scale Bar = 100pm
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Figura 7: Linea celular A 549 fotos tomadas por la ATCC [ATCC].
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Figura 8: Curva de fraccion de supervivencia para la linea celular A549, diferentes

simbolos indican diferentes experimentos [Carmichael, 1989].

De esta grafica se pueden deducir los valores de las constantes que

ajustan esta curva al modelo linear cuadratico. Para este caso los
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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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