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RESUMEN

Con el fin de comparar la respuesta terapéutica y de toxicidad entre dos tratamientos de
quimio-radiacién en modelos tumorales en animales de laboratorio, se implementd un
protocolo de quimioterapia y radioterapia utilizando un generador de rayos X de ortovoltaje.
Para ello se implanto un tumor en las extremidades inferiores de ratones atimicos nu/nu
mediante la inoculacién de 5 X 106 células cancerosas de la linea celular HeLa' de cancer
cervico-uterino. El primer tratamiento de quimio-radioterapia, el equivalente al utilizado
clinicamente en pacientes con cancer cérvico-uterino, consistié en una dosis de 50 Gy como
tratamiento de radioterapia, asi como, cisplatino y gemcitabine, este Ultimo a dosis de
radiosensibilizante, como tratamiento de quimioterapia. El segundo tratamiento consisti6
también en una dosis de 50 Gy como radioterapia, aunque Unicamente se administré
gemcitabina a dosis de radiosensibilizante como tratamiento de quimioterapia. El grupo
experimental que recibio el tratamiento de quimio-radioterapia con cisplatino y gemcitabina
mostré disminucion de peso como resultado de la toxicidad asociada al cisplatino. El
tratamiento de quimio-radioterapia que Unicamente utilizd gemcitabina, demostrd ser tan
efectivo como el otro, con la ventaja adicional de una menor toxicidad. Ambos tratamientos
lograron controlar y eliminar el tumor implantado. Este resultado, ademas de estar reflejado
en el volumen tumoral al final del tratamiento, se comprobd mediante el ensayo clonogénico
realizado sobre las células extirpadas de los tumores 15 dias después de finalizado el
tratamiento.

Considerando que los equipos de radioterapia del Instituto Nacional de Cancerologia
(INCAN), el generador de rayos X Gulmay 225 e irradiador de %Co, fueron previamente
calibrados por personal calificado de la misma instancia, se empled pelicula radiocrémica
dosimétrica Gafchromic® HS para realizar la curva de calibracion de la misma. Mediante
esta curva fue posible verificar que la dosis suministrada a los tumores en el tratamiento de
radioterapia fuese homogénea. También, se realizé la curva de calibracién del irradiador de
60Co, los resultados muestran una dependencia en la respuesta de la pelicula dosimétrica

como funcion de la energia de los fotones empleados.

1 Se explica qué son las células HelLa en la nota al pie de la pagina 3-40.



1 OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

1.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar un protocolo de quimio-radioterapia en ratones atimicos utilizando un equipo
generador de rayos X de ortovoltaje para comparar la respuesta terapéutica y de toxicidad

entre dos protocolos de quimio-radiacion.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar un protocolo que utiliza radiacion ionizante, cisplatino en dosis terapéuticas y
gemcitabina en dosis de radiosensibilizante con un segundo protocolo que utiliza radiacién
ionizante y gemcitabina en dosis de radiosensibilizante.

Valorar la metodologia empleada en el desarrollo del modelo tumoral?, asi como el

procedimiento utilizado para el tratamiento de radioterapia y la evaluacion del mismo.

1.3 JUSTIFICACION

En México el cancer cérvico uterino se encuentra entre las primeras causas de muerte por
cancer en mujeres. El uso de quimio-radioterapia simultanea basada en cisplatino es el
tratamiento estandar utilizado clinicamente en pacientes con etapas avanzadas de cancer.
Sin embargo, el alto grado de toxicidad asociado al cisplatino  (nefrotoxicidad,
neurotoxicidad, etc.) ha demostrado muchas limitaciones practicas en su uso clinico. Por
otra parte, el uso del cisplatino junto con radiosensibilizantes como la gemcitabina, ha
resultado ser una combinacion légica de tratamiento con gran potencial terapéutico[1]. Dado
que es poca la investigacion preclinica de este tipo que se tiene reportada en nuestro pais,
surge la idea de comparar la respuesta entre estos dos tratamientos al tiempo que se
desarrolla una metodologia propia para experimentar con modelos tumorales en ratones
atimicos. El presente trabajo pretende establecer los lineamientos para desarrollar un
protocolo de tratamiento de quimio-radiacion en etapas de investigacion preclinica,
equivalente al utilizado en pacientes, utilizando un equipo generador de rayos X de
ortovoltaje, lo que permitira contribuir al desarrollo de una metodologia experimental de

quimio-radioterapia que se utilizara en futuras investigaciones de este tipo en el INCAN.

2 Aunque el término “modelo tumoral” se refiere a la implantacion de las células cancerosas para el crecimiento

de la masa tumoral, los términos “modelo tumoral”, “masa tumoral” y “tumor” se emplearan como sinénimos en
el presente trabajo.
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2 INTRODUCCION

2.1 CANCER

El cancer consiste en una rapida y desordenada proliferacion de células que esta fuera del
mecanismo de control normal del cuerpo. Las masas celulares creadas por este proceso son
conocidas como tumores. Las células cancerosas poseen la capacidad de invadir tejidos
adyacentes, asi como de esparcirse via linfatica o0 mediante los vasos sanguineos hacia
otras partes del organismo (metastasis). El cancer se caracteriza por el crecimiento y
propagacion de tumores que, de no ser tratados rapida y adecuadamente, pueden inhibir las
funciones normales del tejido u érgano huésped causando, incluso, la muerte del organismo
entero. Es por ésta razén que el cancer es también, uno de los problemas de salud mas
alarmantes en el mundo, comparable incluso con las enfermedades del corazén como causa

potencial de muerte [2, 3].

2.2 CANCER CERVICO-UTERINO

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es el tercer tipo mas comun de cancer en afectar a las
mujeres a nivel mundial. La magnitud de esta enfermedad es mucho mas grave cuando se
considera que la mayoria de los casos ocurren en paises en vias de desarrollo. En México,
el CaCu es la primera causa de muerte debida a cancer en mujeres en edad reproductiva y
constituye un problema importante de salud publica[4]. La mayoria de las pacientes con este
tipo de cancer son diagnosticadas en etapas avanzadas, por lo que la radioterapia es la
modalidad terapéutica mas utilizada.

En la busqueda de tratamientos mas efectivos se ha establecido, el uso de quimioterapia y
radioterapia (quimio-radioterapia) simultdneas basada en cisplatino (como agente
terapéutico) como tratamiento estandar [1]. A pesar del avance en nuevas terapias, los
resultados clinicos siguen estando lejos de ser dptimos, por lo que deben investigarse
nuevas modalidades de tratamiento. Entre otras, una estrategia logica es combinar la

radiacion con nuevos radiosensibilizantes [1].

2.3 OPCIONES DE TRATAMIENTO
El objetivo de la terapia contra el cancer es remover o eliminar las células cancerosas
evitando asi, futuras proliferaciones. Las principales formas de tratamiento consisten en; a)

cirugia para extraer la masa tumoral, b) farmacos para eliminar y prevenir la proliferacion de



celulas dafinas (quimioterapia), c) fortalecer las defensas del propio organismo
(inmunoterapia) y d) el uso de radiacion ionizante (radioterapia). Estas modalidades pueden
ser usadas solas 0 en combinacién.

En términos de tratamiento, la enfermedad puede ser dividida en etapa temprana y
enfermedad localmente avanzada. El tratamiento para etapas tempranas es principalmente
la cirugia. En el tratamiento quirdrgico de estadios tempranos, la combinacion de diversos
factores de riesgo determina el uso de radioterapia adyuvante3 o quimio-radiacion,
respectivamente [1].

El CaCu localmente avanzado ha sido definido como un tumor cuyo tamafio excede aquel
que puede ser tratado con éxito utilizando Unicamente cirugia. Dentro de los estudios
realizados en los Ultimos 20 afios para combatir la enfermedad localmente avanzada, se
demostro que el tratamiento con quimioterapia utilizando cisplatino es superior en resultados
que cuando se utiliza radioterapia como tratamiento unimodal, como se habia hecho
anteriormente [1]. Desde entonces, la quimio-radiacién basada en cisplatino ha sido
ampliamente aceptada como el tratamiento estandar para pacientes con cancer cervical en

estado avanzado.

2.3.1 QUIMIOTERAPIA

La quimioterapia consiste en el uso de diversos farmacos con el fin de destruir células
cancerosas. A diferencia de la radiacién y la cirugia, que son tratamientos localizados, la
quimioterapia es un tratamiento sistémico, esto significa que los farmacos circulan por todo
el organismo. Este hecho es el que hace posible eliminar a las células cancerosas que
hayan resultado de probables metastasis.

Las bases de la quimioterapia se encuentran en el ciclo celular, puesto que los
medicamentos utilizados se enfocan e interrumpen distintas fases del ciclo. En un ciclo
celular normal, las células crecen, se dividen y mueren de manera ordenada. Las células
anormales (cancerosas) en cambio, se reproducen de modo desordenado e incontrolable.
Esta reproduccion desordenada de las células cancerosas es lo que permite a los
medicamentos actuar sobre ellas [5]. Sin embargo, las células sanas también se reproducen,

de manera que éstas también son afectadas por la quimioterapia causando los llamados

3 Adyuvante: tratamientos o procedimientos adicionales que se emplean para aumentar la eficacia o la
seguridad de un tratamiento o procedimiento primarios, o para facilitar su realizacion.
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efectos secundarios. La efectividad de esta terapia depende de la diferencia en la
sensibilidad entre las células cancerosas y las células normales de cada organismo.
CISPLATINO
El cisplatino es un compuesto quimico usado en la terapia contra el cancer. Este farmaco
forma uniones entre las cadenas de la doble hélice de ADN (acido desoxirribonucleico), lo
que provoca interferencias importantes en la fase S del ciclo celular que es donde se lleva a
cabo la sintesis del ADN. Es asi como inhibe la multiplicacién de las células.
Como agente quimioterapedtico, el cisplatino provoca agudas y diversas toxicidades,
principalmente hematoldgicas: neutropenia (insuficiencia del sistema inmunolégico causado
por la escasez de glébulos blancos), trombocitopenia y anemia (escasez de glébulos rojos y
plaquetas, respectivamente). También se observan dafios renales, hepaticos vy
gastrointestinales. A pesar de esto, el cisplatino ha demostrado ser altamente efectivo, por lo
que, actualmente, es el principal farmaco utilizado en la terapia del céncer cervico-uterino.
No obstante la efectividad demostrada por el cisplatino y con el afan de mejorar la calidad
de vida del paciente, la busqueda de mas y mejores farmacos (de gran efectividad pero con

menores efectos toxicos) continta.

GEMCITABINA

La gemcitabina es un farmaco que se utiliza como radiosensibilizante en el tratamiento del
CaCu, es decir, empleada a dosis menores que las usadas habitualmente con otros agentes
quimioterapeuticos, posee la capacidad de potenciar el efecto biolégico de la radiacion sobre
las células tumorales. La radiosensibilizacion puede presentarse por una larga exposicion de
bajas concentraciones 0 durante un tratamiento corto con dosis mas altas del farmaco. La
gemcitabina radiosensibiliza una amplia variedad de lineas celulares de cancer, por lo que,
ha sido evaluada en combinacién con radiacion en el tratamiento de varios tipos de cancer.
Hasta la fecha, se ha demostrado que la gemcitabina tiene un gran sinergismo con la
radiacion y en combinacion con el cisplatino u oxaliplatino* en distintas lineas celulares de
CaCu produce respuestas significativas empleada como terapia neoadyuvantes[1].

En los diversos estudios realizados con gemcitabina, se observé que los efectos secundarios
causados por éste farmaco son de “grado leve” en comparacién con los causados por

cisplatino, entre los cuales neutropenia, anemia y trombocitopenia fueron los mas

4 Otro compuesto quimico que, al igual que el cisplatino, también contiene platino.
5 Neoadyuvante. Se dice que un tratamiento es neoadyuvante cuando es un tratamiento auxiliar que se realiza
antes del tratamiento principal.
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frecuentes. Sin embargo, la calidad de vida y el estado general de los pacientes no se
deterioraron [6]. Tomando en cuenta lo anterior, esta claro que la gemcitabina es el agente

mas prometedor como radiosensibilizante en cancer cervical.

2.3.2 RADIOTERAPIA

La radioterapia es el proceso clinico que utiliza la radiacion como medio para destruir la
capacidad de las células cancerosas de crecer y dividirse. Su objetivo es administrar una
dosis exacta de radiacién sobre un volumen bien definido de tejido dafiino, procurando
causar el menor dafio al tejido sano que lo rodea.

La base de la radioterapia es la interaccién de particulas ionizantes (rayos X, rayos gamma,
electrones, etc.) con los tejidos a nivel molecular. Las particulas ionizantes generan
particulas cargadas secundarias, regularmente electrones, que pueden romper los enlaces
quimicos y causar dafo celular. La radioterapia es proporcionada por un haz externo
(radioterapia externa o teleterapia), por un implante intersticial, intratumoral o intracavitario
(radioterapia interna o braquiterapia), 0 una combinaciéon de ambos. La teleterapia supone
irradiacién con particulas energéticas a cierta distancia del paciente, en esta modalidad la
mayoria de los pacientes son tratados con rayos X o rayos gamma (fotones), debido a su
penetracion y uniformidad de haz. La braquiterapia, por otro lado, supone la colocacion de
fuentes radiactivas cerca o dentro del tumor.

Asi, la energia radiante es depositada en el material biolégico de un modo discreto y
aleatorio, y los efectos biolégicos ocurren como resultado de la transferencia de energia a
los atomos 0 moléculas dentro de la célula. La energia es distribuida aleatoriamente dentro
de la célula, de modo que los rayos X golpean una amplia coleccion de moléculas. Mientras
mas grande sea el tamafo del tumor, mayor cantidad de radiacion sera necesaria para
tratarlo. La muerte celular ocurre de forma de aleatoria y es aplicable tanto al tejido sano
como a células tumorales [7], es decir, erradicar tumores dentro del cuerpo humano usando
radiacion ionizante implica que los haces de radiacion también atravesaran tejido sano con
la posible destruccion de células normales, lo que podria traer serias complicaciones como
resultado del tratamiento [2].

En la mayoria de los tejidos, las lesiones no letales son reparadas en menos de tres horas,
sin embargo, para algunos tejidos pueden ser necesarias mas de 24 horas [7]. Lo importante
es asegurar que el tejido sano sea reparado, esto explica porque la radioterapia debe ser
administrada en varias dosis fraccionadas. Asi, es posible que los dafios causados al tejido

sano sean reparados en los intervalos entre irradiaciones, proporcionando una ventaja
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terapéutica sobre las células tumorales que debido a su activa reproduccion son mas
susceptibles a la radiacion [2].

Por tanto, se necesita una dosis total mayor para producir el efecto biologico deseado
cuando se administra en varias fracciones a diferencia de una sola dosis. Mientras mas
grande sea el nimero de fracciones, mayor seré la oportunidad de que el dafio sea reparado
entre las dosis fraccionadas [7]. La relacion dosis-respuesta para las lesiones causadas al
tejido sano es el factor limitante para determinar la cantidad de radiacién que debe
administrarse. Asi, si se incrementa el tamafio del tumor, la dosis necesaria para el control
local del tumor también se incrementa, por lo que, el riesgo de causar lesiones en el tejido

sano se hace mayor [7].

TELETERAPIA

El tratamiento con haces externos es la forma mas comun de radioterapia. Se entiende la
teleterapia como la aplicacién de uno o varios campos bien definidos de radiacién ionizante
sobre un area del cuerpo, y a una cierta distancia de éste, con la finalidad de tratar tumores
cancerosos. Normalmente es administrada con un haz de fotones, generalmente rayos X
altamente energéticos producidos por un acelerador lineal, aunque también se utilizan rayos
gamma provenientes de fuentes de cobalto. Rayos X de bajas energias producidos por
voltajes en el rango de 50-300 kV también pueden ser empleados. Adicionalmente, haces de
electrones en el rango de MeV se utilizan para tratar tumores superficiales logrando dosis
mas localizadas que con haces de fotones [3].

Los equipos de teleterapia generalmente consisten en una fuente de radiacion, un sistema
de colimacion del haz de radiacion y una mesa en la que se coloca al paciente, y que tiene
la posibilidad de moverse en las tres direcciones espaciales, asi como rotar sobre su eje

transversal [4].

BRAQUITERAPIA
Este tratamiento utiliza fuentes radiactivas selladas que se colocan dentro del volumen
tumoral con la finalidad de dar una dosis bien localizada, lo que servira para minimizar la
dosis a los tejidos sanos que se encuentran alrededor del tumor. La braquiterapia esta
limitada a tumores pequefios y localizados, en los cuales es posible la aplicaciéon de estas

fuentes radiactivas [3].
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2.3.3 QUIMIO-RADIACION

El término quimio-radiacién se refiere a una combinacién de quimioterapia y radioterapia. El
mecanismo de la interaccion entre ambos no se conoce completamente. Se pensaba
inicialmente que la radiacién controlaba la enfermedad localmente, mientras que la
quimioterapia controlaba las metastasis fuera del campo de radiacion. De cualquier modo,
crecientes evidencias sugieren que la quimioterapia y la radiacidén interaccionan e
incrementan la sensibilidad del tumor local a la radioterapia. La quimioterapia y la
radioterapia han sido estudiadas principalmente en dos modalidades: neoadyuvante y
concurrente. La quimioterapia neoadyuvante (pre-radiacién) es administrada en un esfuerzo
por reducir el volumen tumoral antes de la radioterapia, mientras que, en la quimioterapia
concurrente, se debe dar mas atencion a la toxicidad de la quimioterapia y en la posible
potenciacion de la toxicidad de la radiacion [1].

Uno de los agentes mas usados en la quimio-radiacién concurrente dentro del tratamiento de
CaCu es el cisplatino. Precisamente, como ya se menciono, el objetivo de éste trabajo es
comparar la respuesta terapéutica y de toxicidad entre dos protocolos de quimio-radiacién
concurrente. El primero, tal como se efectla en el tratamiento estandar para pacientes con
CaCu, utiliza cisplatino como agente quimioterapéutico y gemcitabina como
radiosensibilizante, mientras que en el segundo, Unicamente utilizard gemcitabina como
radiosensibilizante. Esto con la finalidad de evaluar, en un modelo tumoral, la respuesta
terapéutica de ambos tratamientos para desarrollar posteriormente protocolos alternativos de

quimio-radiacion en etapas de investigacion preclinica®.

2.4 PRODUCCION DE RAYOS X

241 EL TUBO DE RAYOS X

Los rayos X fueron descubiertos por Roentgen en 1895 cuando estudiaba los rayos
catodicos en un tubo de descargas de gas. La Figura 2-1 muestra un esquema de un tubo
de rayos X. El tubo consiste en una envoltura de vidrio herméticamente sellada donde se ha
hecho el vacio. En uno de los extremos se encuentra el catodo; un filamento de tungsteno
que, al calentarse, emite electrones como resultado de un proceso conocido como emision

termoidnica. En el otro extremo se encuentra el &nodo; una gruesa barra de cobre al final de

6 La investigacion preclinica, también llamada investigacion en animales, proporciona informacion sobre el
posible mecanismo de accién, la farmacocinética y la toxicidad de los farmacos, sin embargo, no permite
valorar las funciones cognitivas superiores o las reacciones adversas posibles en la especie humana.



la cual se ha colocado un pequefio blanco de tungsteno. Cuando se aplica un alto voltaje
entre el catodo y el anodo los electrones emitidos por el filamento son acelerados hacia el
anodo, alcanzando altas velocidades antes de impactar en el blanco. Los rayos X son
producidos por la subita desviacién o aceleracion de los electrones causada por la fuerza
atractiva de los nucleos de tungsteno. Como resultado, un haz de rayos X emerge a través

de una ventana de vidrio delgada que se encuentra en la envoltura del tubo.

Capucha del Anodo Copa del Catodo
\ Suministro de alto ;
L Itaj
~ voltaje -'_,.-"(_]
Blanco de o /
Tungsteno _"/\
.lr |
| I ' _ _,_]_ — L. Suministro del filamento
(]
|
,-"f Catodo
Anodo de R Filamento
Cobre g II |%
Ventanade | | Ventana de
Berilio I lL vidrio delgado

Rayos X

Figura 2-1: Esquema de un tubo de rayos X para terapia

La eficiencia de la produccion de rayos X depende del numero atémico (Z), es por esto que
se ha elegido tungsteno como blanco en el &nodo, puesto que, ademéas de tener un alto
numero atémico (Z=74), también posee un elevado punto de fusion (3370°C) lo que lo hace
resistente a el intenso calor producido por el bombardeo electrénico. Este calor debe ser
evacuado eficientemente, razén por lo cual, el tubo de rayos X esta sumergido en un bafio
de aceite. La funcidn de este bafio de aceite, también es la de aislar la envoltura del tubo de

los altos voltajes aplicados al tubo [8].

2.4.2 CIRCUITO BASICO PARA LA PRODUCCION DE RAYOS X

Un circuito simplificado para producir rayos X puede dividirse en dos partes. El circuito de
alto voltaje que provee el potencial acelerador para los electrones y el circuito de bajo
voltaje que proporciona la corriente de calentamiento al filamento. Puesto que el voltaje
aplicado entre el catodo y el anodo es lo suficientemente alto para acelerar los electrones a
través del tubo hacia el blanco, la temperatura o corriente en el filamento controla la

corriente en el tubo y, por tanto, la intensidad de los rayos X.



Usualmente se suministran al filamento 10 V a 6 A para la emision electrénica. La corriente
en el filamento puede ser variada ajustando el voltaje aplicado al filamento. Puesto que un
pequefio cambio en el voltaje o la corriente en el filamento producen un gran cambio en la
emision electrdnica, es necesario un transformador que elimina las variaciones normales en
la linea de voltaje. El suministro de alto voltaje para el tubo de rayos X es proporcionado por
un transformador que, a su vez esta conectado a un auto-transformador y a un redstato. La
funcion del auto-transformador es proporcionar un modo de variar el voltaje. El redstato es
una resistencia variable por medio de la cual se puede variar el voltaje de manera continta.
El voltaje alterno aplicado al tubo de rayos X es caracterizado por el voltaje maximo o voltaje

pico y su frecuencia [8].

Existen dos mecanismos diferentes a través de los cuales se pueden producir rayos X:

radiacion de frenado (bremsstrahlung) y rayos X caracteristicos.

2.4.3 RADIACION DE FRENADO (bremsstrahlung)

La palabra “bremsstrahlung” proviene del idioma aleman que significa “radiacion de
frenado™. Es resultado de la interaccion entre un nucleo y un electron a alta velocidad. El
electrén que pase cerca de un nucleo sera desviado de su trayectoria original debido a las
fuerzas Coulombianas y perdera energia como bremsstrahlung.

Puesto que un electron puede tener varias interacciones de este tipo, una interaccion puede
ocasionar la pérdida parcial o total de la energia del electrdn. La direccion de la emision de

bremsstrahlung depende de la energia de los electrones incidentes.

La energia perdida por electron depende del cuadrado del nimero atémico (Z : ) Por tanto

la produccion de bremsstrahlung depende de la segunda potencia del numero atémico del
material y del voltaje aplicado al tubo. La eficiencia se define como la razén de la energia
emitida como rayos X por la energia de entrada depositada por los electrones, por lo que, la
eficiencia en la produccion de rayos X utilizando un blanco de tungsteno (Z=74) con un

voltaje de 100 kV es menor al 1%. El resto de la energia es dispersada en forma de calor.

7 De aqui en adelante, y por convencion, se utilizara el término bremsstrahlung para referirse a la radiacion de
frenado.
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2.4.4 RAYOS X CARACTERISTICOS

Un electrén con una energia cinética £, o un foton con energia /v, puede interaccionar con
los atomos del blanco de tungsteno expulsando uno de sus electrones orbitales de las capas
K, L, Mo N, dejando al 4&tomo en estado ionizado y creando al mismo tiempo una vacancia
en tal capa. Un electron orbital de las capas exteriores puede caer en dicha vacancia
irradiando energia en forma de radiacién electromagnética. Esta radiacion recibe el nombre
de radiacién caracteristica, es decir, caracteristica de cada atomo y de las capas
electronicas entre las cuales se lleva a cabo la transicion. Cuando los atomos poseen un
numero atomico lo suficientemente elevado, la radiacion caracteristica emitida es de energia
lo suficientemente alta como para considerarse en la parte de los rayos X del espectro
electromagnético[8]. A diferencia del bremsstrahlung, la radiacion caracteristica es emitida
en forma discreta. Si la transicidn electronica se realiza entre las capas L y K, el foton
emitido tendra una energia igual a

hv=E,-E, 2.1)

donde Ex y E; son las energias de enlace de los electrones de las capas K y L,

respectivamente.

2.4.5 ESPECTRO DE RAYOS X

El haz de fotones producido por una maquina generadora de rayos X es heterogéneo en
energias. La Figura 2-2 muestra la distribucion de un espectro tipico de rayos X. Este
espectro muestra una distribucion continua de energia debida al bremsstrahlung que se
superpone a la radiacion discreta debida a los rayos X caracteristicos. Si no se aplica algun
tipo de filtracion, el espectro sera una linea recta (mostrada como una linea punteada en la
figura). Sin embargo, este espectro es modificado por la filtracidn inherente a un tubo de
rayos X (absorcion en el blanco, en las paredes del tubo o en la delgada ventana de berilio)
que equivale a un filtro de aluminio que esta entre los 0.5 y 1.0 mm aproximadamente.
Filtracion adicional, colocada en la parte exterior del tubo, ocasionara otras modificaciones al
espectro. La filtracidn afecta principalmente la parte del espectro de energias bajas y no asi
la distribucion de altas energias del haz de fotones. El propésito de la filtracion es obtener un
haz con fotones de energias mayores absorbiendo los rayos X de bajas energias. Cuando la
filtracion se incrementa el haz transmitido se endurece, es decir, adquiere una energia

promedio mayor y, por tanto, su poder de penetracién aumenta.
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Figura 2-2: Distribucién espectral de rayos X para un blanco de tungsteno. Las lineas punteadas indican que no hay
filtracion mientras que las lineas sélidas muestran el espectro de un haz con una filtracién de 1 mm de Al.

2.4.6 CALIDAD DE LOS RAYOS X

Debido a que, los rayos X producidos por generadores de radiacion son heterogéneos en
energias, es decir, poseen un espectro continuo que depende del voltaje pico o voltaje
maximo, del material del blanco, de la filtracién del haz, entre otras cosas, es dificil
caracterizarlos por su energia, por su espectro o por su “grado” de endurecimiento. Ademas,
este tipo de caracterizacién, es de poca utilidad en radioterapia, por lo que, se considera
mas conveniente usar el poder de penetracién del haz, el cual puede especificarse en
términos de la capa hemirreductora® (HVL). Esta habilidad de la radiacion para penetrar
materiales de composicion conocida se conoce como “calidad” de la radiacidn y cobra gran

significado cuando se emplea en radioterapia.

En el caso de rayos X de baja energia (debajo del rango de megavoltajes) se acostumbra
describir la calidad de los rayos X utilizando tanto la HVL como el voltaje méaximo utilizado
(kVp). Sin embargo, para el rango de megavoltajes la calidad del haz se especifica utilizando

la energia pico y rara vez, por la HVL.

2.4.7 FILTROS

Debido a la heterogeneidad de los rayos X producidos en un generador, y a la presencia de
rayos X caracteristicos que se producen cuando el haz interacciona con los variados
materiales que atraviesa, se emplean diversos filtros con la finalidad de optimizar la

intensidad del haz. Veamos un ejemplo:

8 La HVL se describe con detalle mas adelante en la seccion 2.6.2.
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La radiacién K caracteristica producida en el blanco de tungsteno posee energias discretas
entre 58 y 69 keV. Mientras que las lineas mas bajas de emisién del tungsteno son
removidas efectivamente por la filtracién inherente (la filtracién debida a la envoltura de
vidrio del tubo de rayos X, al aceite en que esta sumergido y a la ventana de salida de los
rayos X), las lineas K del tungsteno pueden removerse satisfactoriamente utilizando un filtro
de estanio (Figura 2-3).
Sin embargo, el estafio produce también su propia radiacion caracteristica. Ya que las lineas
de absorcion K del estafio son de 29.2 keV, éste absorbe fuertemente fotones por arriba de
29.2 keV por efecto fotoeléctrico®. Para absorber la fluencia de energia debajo de las lineas
K del estafio, incluyendo su radiacién caracteristica, se utiliza un filtro de cobre. La linea de
emision caracteristica K del cobre es de 9 keV, por lo que, fotones por debajo de 29 keV son
absorbidos por el filtro de cobre. Los rayos X caracteristicos del cobre pueden ser
absorbidos eficientemente por un filtro de aluminio afiadido al filtro de cobre[8].

!
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Figura 2-3: Esquema de los cambios en la distribucion espectral de un haz de rayos X con varios filtros. Curva A es para
Al, curva B para Sn + Al y curva C para Sn + Cu + Al.

La combinacién de filtros de estafio, cobre y aluminio ha sido disefiada para incrementar la
HVL resultante de los rayos X de ortovoltaje!” sin reducir la intensidad del haz hasta valores
inaceptablemente bajos. La combinacién de filtros debe ser colocada en el orden correcto,
con el material de mayor nimero atémico (Sn, Z=50) cercano al blanco de tungsteno y el

mas bajo (Al, Z=13) del lado del paciente, con el de cobre entre ambos (Cu, Z=29). El

9 Del efecto fotoeléctrico se hablard mas adelante.
10 L os rayos X de ortovoltaje son producidos con potenciales que van desde 150 hasta 500kV, se describen un
poco mas adelante en este trabajo
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propésito principal de los filtros es absorber los componentes del espectro de menores
energias dejando pasar sélo los componentes de alta energia. Proveer filtracién adicional es

un modo de mejorar el poder de penetracion del haz [8].

2.4.8 MEDIDA DE LOS PARAMETROS DE LA CALIDAD DEL HAZ

CAPA HEMIRREDUCTORA

Los datos para determinar el coeficiente de atenuacion lineal () son obtenidos al medir la

exposicion transmitida a través de absorbedores de distintos gruesos pero de la misma
composicion. Luego estos datos son graficados en papel semilogaritmico para determinar la
HVL'. En general, la HVL se incrementa al incrementarse el espesor del filtro, cuando el haz
se hace mas “duro”, es decir, cuando contiene una gran porcién de fotones altamente
energéticos. Después de cierto espesor, sin embargo, cualquier filtracion adicional puede

resultar en un haz més “suave” debido al efecto compton [8].

ENERGIA EFECTIVA
También es posible expresar la calidad de un haz de rayos X en términos de su energia

efectiva (o equivalente). Puesto que el coeficiente lineal de atenuaciéon'? x4 y la HVL estan

interrelacionados, la energia efectiva puede definirse como la energia de un haz
monoenergético de fotones que posea la misma HVL que el haz heterogéneo que se quiere
calificar, también puede determinarse encontrando la energia de los fotones

monoenergéticos que tienen el mismo « que el haz heterogéneo en cuestion [8].

2.4.9 GENERADORES CLINICOS DE FOTONES

ACELERADORES LINEALES
Son aceleradores de particulas cargadas cuya interaccién con un blanco produce el campo
de radiacion. En un acelerador lineal de rayos X (Figura 2-4), las particulas aceleradas son
electrones obtenidos al calentar un filamento de tungsteno que libera electrones por
excitacion térmica. El dispositivo que acelera los electrones consta de dos cavidades; los

electrones son acelerados hacia la primera cavidad por un pulso de voltaje negativo, y al

1" HVL Capa hemireductora, se describe en la seccién 2.6.2
12 Coeficiente lineal de atenuacion ., se describe en la seccion 2.6.3



entrar en tal cavidad son impulsados por microondas que generan un campo eléctrico
alterno a lo largo de la cavidad. La variacion del campo eléctrico actua como modulador de
velocidad, asi, algunos de los electrones que entran en la cavidad son acelerados mientras
otros son frenados, y otros permanecen sin ser afectados. Para obtener el haz de rayos X,
se hace incidir a los electrones acelerados sobre un blanco de tungsteno, y como resultado
de las interacciones entre los electrones y los &tomos del blanco se obtiene un espectro
continuo de rayos X debido al bremsstrahlung, con energia maxima igual a la energia de los

electrones incidentes [4].
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Figura 2-4: Acelerador lineal de rayos X

EQUIPOS DE COBALTO *Co
La fuente de radiacién, consistente en 8°Co, de los equipos de teleterapia se encuentra
dentro de un contenedor de acero sellado. Los equipos de cobalto empleados actualmente
en radioterapia, como el que se muestra en la Figura 2-5, utilizan un sistema neumatico
(cilindro de aire) para mover la fuente desde su posicion de almacenamiento (posicién de
apagado) hasta la posicion de exposicidn o encendido. La fuente no deja de emitir radiacion,
simplemente es colocada en una posicidn dada, de modo que, la radiacién emitida es
atenuada lo suficiente para no rebasar los limites permitidos por los organismos de
seguridad radiol6gica. La fuente esta colocada dentro de un cajon de plomo. La geometria
con la que esta construido este sistema permite remplazar la fuente faciimente. Ademas,
gracias a una aguja, colocada en la parte superior del cilindro y que sale de la estructura del
aparato cuando éste esta en posicion de encendido, es posible llevar de forma manual la

fuente hasta su posicion de almacenamiento en caso de ser necesario.
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Figura 2-5: Irradiador de 8°Co empleado clinicamente para radioterapia

El 60Co tiene una vida media de 5.26 afios y decae al ©Ni mediante la emision de particulas
S~ (electrones) con energias de 0.32 MeV (99.9%) y 1.48 MeV (0.1%). Al decaer los dos
estados excitados del 80Ni se emiten rayos y de dos distintas energias: 1.17 MeV y 1.33
MeV, esta es la radiacion utilizada en teleterapia. Por practicidad se considera que la
energia de estos rayos y emitidos por el 8°Co es de 1.25 MeV, que es el promedio de ambas

energias (Figura 2-6).

6017C0 (T]/z =526 aﬁos)

B (Emac=0.32 MeV, 99.9%)

2.50 MeV
v, (1.17 MeV)

B (Emac=1.48 MeV, 0.1%)

- -~ ----

1.33 MeV

v2 (1.33 MeV)

- - — -

60 s
zgl\l

Figura 2-6: Esquema de decaimiento del 8Co [4].
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TERAPIA DE ORTOVOLTAJE
Este término es utilizado para describir tratamientos usando un tubo de rayos X que trabaja
con potenciales desde 150 hasta 500 kV. La mayoria de los equipos de ortovoltaje (ver
Figura2-6) son operados entre 200 y 300 kV y 10 a 20 mA. Varios filtros han sido disefiados
para mantener la HVL entre 1 y 4 mm de Cu. Pueden emplearse conos para colimar el haz
en el tamafio deseado. La distancia fuente-superficie (SSD'3) usualmente es de 50 cm. La
maxima dosis ocurre cerca de la superficie de la piel con el 90% de tal valor a una

profundidad de alrededor de 2 cm [8].

conos

Figura 2-7: Generador de rayos X Gulmay D3225 utilizado
en radioterapia. A) vista lateral (con cono de 4 cm de
diametro), también muestra la camilla donde se coloca a los
pacientes para su terapia, B) vista frontal (con cono de 2 cm
de diametro).

2.5 INTERACCION DE RADIACION IONIZANTE CON LA
MATERIA

Cuando un haz particulas penetra en un medio, colisiona con los atomos del mismo. Durante
las colisiones las particulas transfieren parte de su energia al medio, mientras que otra parte
es dispersada en forma de calor. Algunas veces la interaccion causa que los electrones sean
separados del nucleo al que estaban ligados, creando asi, un par de iones. El electrén libre
constituye el ion negativo, mientras que el atomo al que le ha sido removido tal electron,

constituye el ion positivo.

13 SSD por sus siglas en inglés “Source Surface Distance”.



Este proceso se conoce como ionizacién. Se requieren al menos 34 eV (equivalente a 5.4 x
10-18 joules) para la creacion de un par de iones en aire. Si el medio absorbedor en cuestion
es algun tejido corporal, se depositara suficiente energia en las células como para destruir
su capacidad reproductiva.

Las particulas cargadas tales como: electrones, protones y particulas alfa son conocidas
como radiacién directamente ionizante siempre que posean la suficiente energia cinética
como para producir ionizacion mediante colisiones al penetrar la materia.

Las particulas no cargadas, como neutrones y fotones, son radiacién indirectamente
ionizante puesto que, liberan particulas directamente ionizantes al interaccionar con la

materia.

2.6 DESCRIPCION DE UN HAZ DE FOTONES
Un haz de rayos X emitido por un blanco o un haz de rayos gamma emitido por una fuente
radiactiva consiste en un gran nimero de fotones con diferentes energias. Para describir un

haz de fotones se definen los siguientes términos:

e Fluencia de fotones (@ ). Es el cociente

_dN

o=
da

Donde dN es el nimero de fotones que entran en una esfera imaginaria de seccion
transversal da.

e Tasa de fluencia o densidad de flujo (¢ ). Es la fluencia por unidad de tiempo.

d®
?=u
e Fluencia de energia (V). Es el cociente
dE,
¥Y=— (2.4)
da

Donde dE, es la suma de energias de todos los fotones que entran en una esfera de

seccion transversal da. Para un haz monoenergético se tiene que dE;=dN<hv, con hv

la energia del fotén.
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e Tasa de fluencia de energia o densidad de flujo de energia w, es la fluencia de

energia por unidad de tiempo.

_d¥

== (2.5)

7

2.6.1 ATENUACION DE UN HAZ DE FOTONES
Al hacer incidir un haz de fotones monoenergético en un absorbedor de un cierto espesor x,
se observa que la reduccion en el nimero de fotones (dN) es proporcional al nimero de
fotones incidentes (N) y al grueso del absorbedor (dx). De modo que es posible escribir

dN o Ndx

dN =—puNdx (2.6)

Donde u es una constante de proporcionalidad llamada coeficiente de atenuacion. El signo

menos significa que se trata de una relacion decreciente, es decir, el nimero de fotones
disminuye después de atravesar el material.

Se asume que en el caso ideal cada particula es completamente absorbida en una sola
interaccion sin producir particulas cargadas secundarias o atraviesa la region irradiada sin
alterar su energia o direccion [9].

Escrita en términos de la intensidad, la ecuacion (2.6) puede escribirse como dI = —pddx .
Y al resolver esta ecuacion diferencial se obtiene

I(x) =[e™ (2.7

Donde 1 (x) es la intensidad transmitida después de que el haz ha atravesado un material
absorbedor de espesor x, e I, es la intensidad incidente en el absorbedor. Es decir, la
intensidad del haz incidente decrece exponencialmente con la distancia.

Si el espesor (x) es expresado en unidades de longitud, por ejemplo: cm, entonces u es

llamado coeficiente lineal de atenuaciéon y tiene unidades de cm. Otras veces hace

referencia a 4 como el “coeficiente de atenuacién de haz angosto” [9].

GEOMETRIA DE HAZ ANGOSTO
Los haces de fotones o neutrones interaccionan con la materia mediante procesos que

pueden generar tanto particulas cargadas como no cargadas, asi como dispersién primaria,
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con o sin pérdida de energia. Si se reduce la dispersién y la radiacion secundaria que al
medir, se dice que se aproxima a una atenuacién de haz angosto. La atenuacion de haz
angosto puede lograrse mediante: 1) Discriminacion de toda dispersion asi como de
particulas secundarias que alcancen un detector colocado a cierta distancia de la fuente o
2) Mediante la geometria de haz angosto que previene que cualquier tipo de dispersion o
particulas secundarias cargadas alcancen tal detector [9].

La Figura 2-8 muestra los elementos esenciales de la geometria de haz angosto. Se logra
colocando una fuente de radiacion detras de un blindaje con una ranura, de forma que el
blindaje detenga toda la radiacién incidente excepto la que pasa por la ranura. Se coloca
inmediatamente después del blindaje un material atenuador en capas de forma que las
particulas incidan practicamente perpendicular a él. Un detector se coloca enfrente y
suficientemente lejos del atenuador, de modo que cualquier particula secundaria o
dispersada S no alcance el detector. El haz se colima de forma que cubra el detector
uniformemente y sélo particulas con un angulo de 8 = 0° alcancen el detector, de este modo
se asegura que la dispersion o particulas cargadas generadas en el atenuador no puedan

alcanzar el detector.

Capas
/ atenuadoras

Blindaje perfecto

Haz primario
=5
/ _ / i minint n
Z — 1é T =%
1 - 1
T ?ﬂ. J
V/ e Y :
——
e / Blindaje auxiliar
Radiacion ‘ ig‘m\h Detector

proveniente de una
fuente distante

Figura 2-8: Geometria de haz angosto. El didmetro del haz primario es apenas lo suficientemente grande como para cubrir
uniformemente el detector

2.6.2 CAPA HEMIRREDUCTORA

La capa hemirreductora o HVL (por sus siglas en inglés: Half Value Layer) o H,, se define
como el espesor (x) que un material absorbedor debe tener para atenuar la intensidad de
un haz incidente hasta la mitad de su valor original. Esto significa que si x = HVL, se tiene

que I/1, = 12, entonces, utilizando la ecuacion (2.7) se obtiene.

HVL =0.693/ u (2.8)



Se observa que, mientras mas pequefio es el valor de x, mas grande es el valorde H,, v,

por tanto, la radiacion es mas penetrante.

La atenuacioén exponencial se aplica estrictamente a haces monoenergéticos. Sin embargo,
un haz producido por un generador de rayos X consiste en fotones con un espectro continuo
de energias. En general, para un haz heterogéneo, la primera HVL es menor que las
siguientes HVL (ver Figura 2-9). Cuando el espesor de la capa se incrementa, la energia
promedio del haz transmitido también se incrementa o, dicho de otro modo, el haz se vuelve
mas duro (penetrante). De este modo, incrementando la filtracién de un haz de rayos X, se

puede incrementar su poder de penetracion o la HVL del haz[8].

10

el

el S

o @ o
|

Intensidad transmitida (%)
I ;i
"
———
'
E
| =
l/:

i I E— 1
0 1 2 3 1 5 [

Espesor del absorbedor (mmaAl)

Figura 2-9: Esquema que muestra la transmision de un haz de rayos X con un espectro de energias de fotones a través de
un absorbedor de aluminio. 12 HVL 0.99 mmAl, 22 HVL=1.9 mmAl, 32 HVL=2.0 mmAl.

2.6.3 COEFFICIENTES

En el contexto de radiacion indirectamente ionizante, la palabra interaccion se aplica a
procesos en los que la energia y/o la trayectoria de la radiacion es alterada. Tales procesos
son aleatorios y, por tanto, solo es posible hablar de la probabilidad de que ocurra una
interaccion. Esta probabilidad puede ser expresada en términos de secciones transversales

o de varios coeficientes de interaccion[10].
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COEFICIENTES DE ATENUACION
En general, el coeficiente lineal de atenuacion x depende de la energia de los fotones y de
la naturaleza del material. El coeficiente lineal de atenuacion representa la probabilidad de
que ocurra alguna interaccion, por unidad de longitud.
Puesto que la atenuacién producida por un material de espesor x depende del numero de

electrones presentes en dicho espesor, 1 depende del nimero atémico (Z) y de la densidad

del material. Para evitar esta dependencia con la densidad se define el coeficiente masico de

atenuacion 1/ p que Unicamente depende de la naturaleza del material en cuanto a su

numero atémico. Sus unidades son cm2/g. Al utilizar este coeficiente en la ecuacion (2.7) el

espesor debe ser expresado como px , que tiene unidades de g/cm?. Entonces la ecuacion

(2.7) puede reescribirse como:

_ —(u/p)px
I(x)=1,e"" 29
Asi, la atenuacion del haz unicamente estara determinada por el tipo de moléculas del
material y no por su densidad.

Se debe hacer énfasis en que el coeficiente de atenuacion representa la fraccién de fotones
que han interaccionado con el material. Estos fotones han transferido parte de su energia al

material y como consecuencia, parte, 0 la totalidad de la energia ha sido absorbida.

Entonces, debe entenderse que, la intensidad 7 (x) en las ecuaciones (2.7) y (2.9) se debe

a los fotones que no interaccionaron con el material.

COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE ENERGIA
Cuando un foton interacciona con un electrén del material puede transferirle parte o la
totalidad de su energia. Si le transfiere sélo una parte, un nuevo fotén'* de menor energia
podria volver a interaccionar con otros electrones. De este modo, un foton puede
interaccionar més de una vez con los electrones del material, interacciones durante las
cuales la energia perdida por el foton es convertida en energia cinética de los electrones.

La fraccion de la energia transferida a las particulas cargadas, por unidad de espesor del

absorbedor, esta dada por el coeficiente de transferencia de energia ().

14 Puesto que los fotones se diferencian unos de otros por su energia, un fotdn que ha perdido parte de su
energia ya no es el mismo, sino uno distinto con menor energia.
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ll’ltr = ll'l
hv (2.10)

Donde £,, es la energia promedio transferida a las particulas cargadas en forma de energia
cinética por interaccion y Av la energia del foton.

El coeficiente masico de transferencia de energia esta dado por u,,/p [8].

COEFICIENTE DE ABSORCION DE ENERGIA
La mayoria de los electrones puestos en movimiento por los fotones pierden la mayor parte
de su energia en colisiones inelasticas (ionizacién y excitacion) con los electrones atomicos
del material y s6lo perderan una pequefia parte mediante bremsstrahlung al interaccionar
con el nucleo. La energia perdida como bremsstrahlung en general sale del volumen local de
interés en forma de rayos X y no es incluida en el célculo de la energia absorbida

localmente.

El coeficiente de absorcion de energia ( 4,, ) se define como

Moy = 1, (1-2) 2.11)

en donde g es la fraccion de energia de las particulas secundarias cargadas que es perdida
en forma de bremsstrahlung en el material.

También se define el coeficiente mésico de absorcion de energia( 4,/ p) .

Para la mayoria de las interacciones que involucran tejidos suaves (Zpom = 7.64) 0 de bajo
numero atomico, en las que los electrones pierden energia casi totalmente debido a
ionizaciones, la componente debido a bremsstrahlung es despreciable, por lo que x,, = u,
[8].

El coeficiente de absorcion de energia es una cantidad importante en radioterapia en cuanto
que permite hacer una evaluacion de la energia absorbida por los tejidos y predecir asi, los

efectos biologicos de la radiacion.

2.7 INTERACCION DE LOS FOTONES CON LA MATERIA

Los rayos Xy los rayos gamma son radiacién indirectamente ionizante. Cuando éstos pasan
a través de la materia son absorbidos mediante diversos procesos que ponen a los

electrones del material absorbedor en movimiento. Estos electrones transfieren su energia
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produciendo ionizacion y excitacion de otros atomos o moléculas a lo largo de sus
trayectorias [8].

La atenuacién de un haz de fotones por un material absorbedor es causada, principalmente,
por tres tipos de interacciones, a saber: efecto fotoeléctrico, efecto Compton y produccion de
pares. La intensidad de este haz de fotones se ve reducida en cierta medida por las
propiedades fisicas del material a través del cual pasa el haz, en otras palabras, cada uno
de estos procesos de interaccion puede ser representado por un coeficiente masico de
atenuacion, el cuél varia de modo particular con la energia del fotdn y con el numero

atémico del material absorbedor.

Veamos, de modo general, en que consisten estas tres interacciones.

2.71 EFECTO COMPTON
En este proceso, un fotdn con energia Av (con longitud de onda Ay momento iv/c)

colisiona con un electrén libre. El término libre significa que la energia de enlace del electron
es mucho menor que la energia del foton incidente. El foton transfiere parte de su energia al
electrén desviandolo un angulo 9, mientras que un nuevo fotén (con menor energia) sera
desviado un angulo @ (Figura 2-10).

El efecto Compton puede analizarse en términos de colisiones entre dos particulas, un fotén
y un electrén. Aplicando las leyes de conservacion del momento y la energia se obtienen las

siguientes ecuaciones:

= hv
1+(hv/m,c*)(1-cos g) (2.12)
cotd = Ll + hV2 jtan [QJ
m,c 2 (2.13)

en donde m_c* =0.511 MeV es la energia de la masa del electron en reposo y /v, hv'son

las energias del foton incidente y dispersado, respectivamente.

Se observa en la ecuacién (2.12) que para un valor dado de /4v, la energia /v’ y el angulo @

del foton dispersado estan correlacionados uno con otro [9].
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Puesto que las interacciones Compton involucran esencialmente electrones libres en el
material absorbedor, es independiente del nimero atémico Z. Entonces, se sigue que el

coeficiente masico de atenuacion Compton (o/p) depende Gnicamente del nimero de

electrones libres por gramo o densidad electronica [8].

En otras palabras, mientras mayor es la energia de los fotones incidentes, mayor es la
probabilidad de que esta energia exceda la energia de enlace de los electrones. Por lo que
la proporcién de interacciones que involucren electrones libres se incrementard cuando la
energia de la radiacion incidente se incremente. Sin embargo, mientras mayor es el nimero
atomico del atomo bombardeado, més firmemente estaran ligados los electrones por fuerzas
electrostaticas[11], por esta razdn, el numero de electrones libres se dice que disminuye al
incrementarse Z, y es también por esto que, al aumentar la energia del haz de fotones
incidente, si se incrementa el nimero atdmico Z, la probabilidad de que ocurra el efecto
Compton disminuye.

Para medios de bajo Z (e.g., carbdn, aire, agua, tejidos humanos (Zprom= 7.64)) la region en
que domina el efecto Compton es amplia, se extiende desde aproximadamente 20 keV hasta
30 MeV. Esta disminuye gradualmente al incrementarse Z [9].

En resumen, si la energia del haz se encuentra dentro de la region en donde el efecto
Compton es la interaccion mas probable, entonces ocurrird aproximadamente la misma

atenuacién del haz para cualquier material con el mismo espesor masico' [8].

e (electron Compton)

Electrén “libre”

hv foton incidente V \0

Figura 2-10: Efecto Compton

2.7.2 EFECTO FOTOELECTRICO

El efecto fotoeléctrico es el proceso en el cual un fotdn interaciona con un &atomo

expulsando uno de sus electrones orbitales de las capas electronicas K, L, M o N. En este

15 El espesor masico es el espesor lineal multiplicado por la densidad, i.e. cm g/cm3=g/cm2,
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proceso, toda la energia del foton (kv)es transferida al electron atémico; parte de la

energia del fotdn es usada para vencer la energia de enlace del electrén y el resto de la
energia es otorgada al electrén en forma de energia cinética (Figura 2-11). La energia

cinética del electrén expulsado (llamado fotoelectrén) es:

T:%mvzzhv—Eb (2.14)

en donde E} es la energia de enlace del electron.

rayos X
caracteristicos
electrones
Auaer

hv (

€ (foto-electron)

Figura 2-11: Efecto fotoeléctrico

Después de que el electron ha sido expulsado del atomo, se crea una vacancia en la capa
electronica, dejando asi al atomo en un estado excitado. Tal vacancia puede ser llenada por
un electron orbital de las capas electronicas externas, dando como resultado la emisién de
rayos X caracteristicos.

La ecuacion (2.14) es solo una primera aproximacion a la fraccion total de la energia E= hv
que es transferida a los electrones. La energia de enlace E;, debe ser tomada en cuenta
puesto que parte, o toda ésta es convertida en energia cinética a través de efecto Auger. El
efecto Auger provee un mecanismo alternativo por el cual un dtomo puede liberar cualquier
parte de la energia que no haya sido emitida como radiacién caracteristica. En este efecto el
atomo emplea la energia que no se emitio como radiacién caracteristica para expulsar uno o
mas de sus electrones proveyéndolo con suficiente energia cinética como para eliminar el
exceso de energia [9].

La probabilidad de una absorcion fotoelectronica depende de la energia del foton incidente,
de modo que, el coeficiente méasico de atenuacion fotoeléctrico (7/p) varia con la energia

del fotdn incidente y, ademés, depende fuertemente del numero atémico del material
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absorbedor, por tanto, se tiene que t/pxZ/E . De lo anterior se puede inferir que los
materiales con un numero atomico alto son buenos absorbedores de fotones, por tanto, son
ampliamente usados para delimitar el haz y para procesos de proteccion radioldgica,
particularmente con fotones de baja energia[8]. Para que una absorcién fotoelectronica
ocurra, la energia del foton incidente no debe ser menor que la energia de enlace del
electron, ademas, la probabilidad de absorcion fotoeléctrica tiene su maximo cuando la

energia del foton y la energia de enlace del electrén son iguales.

2.7.3 PRODUCCION DE PARES

Si la energia del foton incidente (4v) es mayor que 1.022 MeV, el foton interaccionara
fuertemente con el campo electromagnético de un nucleo atdmico otorgandole toda su
energia para crear un par que consiste en un electron negativo (e-) y uno positivo (e+)
llamado positron. Puesto que, la energia de un electron en reposo es de 0.511 MeV, se
requiere una energia minima de 1.022 MeV para crear un par. Si la energia del foton excede
este valor, el resto de la energia se repartira entre las dos particulas creadas en forma de
energia cinética (Figura 2-12).

El foton incidente (7v) cede toda su energia en la creacion de un par electron-positron con
energias cinéticas T-y T*[9]. La ecuacion de conservacion de energia, ignorando la minima

energia cinética cedida al nucleo, es simplemente:

hv=1.022MeV +T +T* (2.15)

La energia cinética total disponible para el par electrén-positrén es: (hvo —1.022)MeV .

Puesto que este proceso resulta de una interaccion con el campo electromagnético del

nucleo, la probabilidad de que ocurra se incrementa rapidamente con el numero atémico. El

coeficiente masico de atenuacion para la creacion de pares (/c/ p) varia como Z.

e (electron)
/-@\
G/°\
hv>1.022MeV ¢ e/
\
"
®
e\s/ + s
e’ (positron)

Figura 2-12: Produccién de pares
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2.7.4 IMPORTANCIA RELATIVA DE LOS TRES TIPOS DE
INTERACCIONES

Debido a que cada uno de los procesos de interaccidn ocurre independientemente de los

otros, el coeficiente masico de atenuacion total ( i/ p) es la suma de los coeficientes

individuales:

(u/p)=(z/p)+(c/p)+(x/p) (2.16)

Total  fotoeléctrico  compton pares
La Figura 2-13 indica las regiones para Z y para la energia de los fotones en donde
predomina cada interaccion. Las curvas indican cuando dos tipos de interacciones son
igualmente probables. Se observa que el efecto fotoeléctrico es dominante en la region de
bajas energias de fotones, el efecto Compton se presenta para energias medias y la
produccion de pares para altas energias.
Para energias de fotones lo suficientemente bajas y medios de numero atdémico alto, el

coeficiente masico de atenuacion es alto debido a que la absorcidn fotoeléctrica, que
depende de Z como z/p oc Z° / E’, predomina sobre los otros procesos de absorcion. El

coeficiente de atenuacion decrece rapidamente con la energia hasta que la energia del fotén
incidente excede la energia de enlace del electron atémico, donde el efecto Compton es el
modo de interaccién predominante. En esta region el coeficiente masico es
aproximadamente el mismo para diversos elementos debido a que el efecto Compton es
independiente del nimero atémico. Nuevamente el coeficiente masico de atenuacion
disminuye hasta que, el proceso de produccion de pares se vuelve importante, esto es,

cuando la energia del foton alcanza unos cuantos MeV (superior a 1.022 MeV).

T T T[T TTTTIE AL BAELII T T T
120
. Efecto fotoeléctrico . Produccién
Ho - dominante /! I depares
S i / | dominante
g sO- J 1
< I i/ \ 1
§ B = / ™ =
= & '
s BN ﬁ Efecto Compton "-,‘l ]
~ ;
a0 | - dominante !
= e i
(g J e WS T WYY W Y N - T2
ool Qas ou as | 5 10 50 100

Energia de fotones hv en MeV

Figura 2-13: Importancia relativa de los tres tipos de interacciones. Las curvas muestran los valores de Z y E para los
cuales los dos tipos de efectos son igualmente probable.
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La Figura 2-14 muestra los coeficientes masicos de atenuacién para carbono.

/

{

Rt
-lE
[,-"".L.]_II"I |

Coeficientes masicos de atenuacion m?/kg

i
g 11 L sw vl I L 11

1] I io®
Energia, MeV

Figura 2-14: Coeficientes masicos de atenuacidn para carbén. 1/p indica la contribucién del efecto fotoeléctrico, a/p la del
efecto Compton, «/p la de produccion de pares y or/p la de dispersion coherente'®. p/p es la suma de todos los anteriores.

2.7.5 EQUILIBRIO DE PARTICULA CARGADA

Se dice que existe equilibrio de particula cargada (EPC) en un volumen v si cada particula
cargada de un determinado tipo y energia que abandona tal volumen es remplazada por otra
particula idéntica que entra [9]. En otras palabras, la energia que entra y sale del volumen v
esta balanceada tanto por la radiacion directamente ionizante como por la indirectamente
ionizante que entra y sale del volumen v en cuestidn. Esto se puede expresan de la siguiente

manera:
(El'n )l/ = (Eout )u y (Em )C = (E()Mt )C
Donde R, ¥ R,.: €S la energia radiante que entra y que sale, y los subindices u y ¢ se

refieren a las particulas no cargadas y cargadas, respectivamente. Las barras sobre las R

indican que se trata del valor esperado [9].

16 Para una explicacion detallada de éste efecto de interaccion ver: Attix, F. H Introduction to Radiological
Physics and Radiation Dosimetry. 1986, New Cork.
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En la Figura 2-15 se muestra un volumen V dentro del cual se encuentra un volumen v mas
pequefio. Se requiere que las fronteras de vy V estén separadas por al menos la distancia
maxima de penetracion para cualquier particula secundaria cargada presente. Se dira que
existe EPC en v si se satisfacen las siguientes condiciones sobre V: la composicién y
densidad del medio deben ser homogéneas, debe existir un campo homogéneo de radiacion
indirectamente ionizante (i.e. lla atenuacion de los rayos al pasar a través del medio debe
ser despreciable) y no deben estar presentes campos eléctricos 0 magnéticos no

homogéneos.

—

Fotones o

neatifrones

Figura 2-15: Principio de equilibrio de particula cargada.

Un caso simplificado se muestra en la Figura 2-15 para trayectorias rectas de particulas
cargadas, todas emitidas a un angulo 6 respecto al haz mono-direccional primario.
Considérese la trayectoria de la particula e1, generada por la absorcion total de un rayo
indirectamente ionizante en el punto P1 en la frontera de v. La particula e1 cruzara v
llevando fuera de éste, digamos 2/3 de su valor original. Una segunda interaccion idéntica
ocurrira en un punto P2 generando una particula cargada e2 que entrara en v con 2/3 del
valor original de su energia y dejara dentro de este volumen 1/3 de su energia. Del mismo
modo, una tercera interaccion en P3 generara una particula €3 que entrara en v con 1/3 del
valor original de su energia dejando toda su energia dentro de éste volumen. De este modo
la energia depositada en v por las tres particulas iguala aquella que hubiese dejado e1 si su

trayectoria entera hubiese estado dentro de v, entonces se dice que existe EPC [9].
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2.8 DOSIMETRIA DE LA RADIACION

2.8.1 EXPOSICION
La exposicion X es el cociente de dQ por dm donde dQ es el valor absoluto de la carga total
de iones de un signo producida en aire cuando todos los electrones liberados por fotones en

una masa de aire dm son completamente detenidos en aire.

P
dm (2.17)

sus unidades en el Sistema Internacional de unidades (SI) son C/kg. También se utiliza el
Roentgen (R) cuya equivalencia es 1 R= 2.58 x 104 C/kg. La exposicién es aplicable

Unicamente a radiacion Xy », y es una medida de la ionizacion del aire que no se utiliza

para energias de fotones superiores a 3 MeV debido a las dificultades practicas que
complican su medicion.

Las ionizaciones producidas por reabsorcion de bremsstrahlung no deben incluirse en dQ
[9], por o que se utiliza el coeficiente masico de absorcion de energia i.,/p.
La energia liberada por una particula cargada por unidad de masa de aire que es

subsecuentemente reabsorbida es ¥(U.,/p)air, donde ¥ es la fluencia de energia. Si la
energia promedio requerida para producir un par de iones en aire es W, =33.97 eV,
entonces el nimero de pares de iones por unidad de masa sera ¥(Ue,/P)air Wair Y 12

carga Q producida por unidad de masa es ¥(ten/P) ir €W,y

Donde e es la carga del electron[10]. Entonces es posible escribir la exposicion como

X:d_Q:\y(ﬁj _€ (2.18)
dm '0 air W

air

2.8.2 KERMA

El kerma puede ser definido en términos de la energia transferida &, vy la energia radiante

R. La energia transferida en un volumen es:
&, =(R,), +(R,.),"" +2.0 (2.19)
Donde (R, )u = energia radiante de las particulas no cargadas entrando en un volumen V

(R,,),”" = energia radiante de las particulas no cargadas saliendo de un volumen V,

excepto aquellas que se originan por pérdidas radiativas de energia cinética por las

particulas cargadas dentro del volumen V, y
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> 0 = energia neta derivada de la masa en reposo en el volumen V

Por pérdidas radiativas se entiende una conversion de la energia cinética de las particulas
cargadas a energia de fotones, a través de la produccion de rayos X mediante
bremsstrahlung o mediante aniquilacion de positrones. La energia radiante se define como la
energia de las particulas emitida, transferida o recibida[9].

La energia transferida es sélo la energia cinética recibida por las particulas cargadas

liberada por fotones en un volumen especifico V. Entonces es Kerma (K ) también se

define como:

K- de,

dm (2.20)

donde de, es la suma de la energia cinética inicial de todas las particulas ionizantes

(electrones y positrones) liberadas por las particulas no cargadas (fotones) en un material de

masa dm.

El kerma es el valor esperado de la energia transferida a las particulas cargadas por unidad
de masa en un punto de interés, incluyendo perdidas radiativas de energia pero excluyendo
la energia transferida de una particula cargada a otra [9].

El kerma puede expresarse en unidades de erg/g,rad,J/kg , la Gltima unidad es también
llamada gray (Gy) , estas unidades estan relacionadas de la siguiente manera

1 Gy =1Jlkg =10° rad = 10" erg/g (2.21)

Para un haz de fotones que atraviesa un medio, el Kerma en un punto es directamente

proporcional a la fluencia de energia de fotones ¥

K= ‘PLZ—] (2.22)
P

donde u, / o es el coeficiente masico de transferencia de energia. Entonces, segun la

ecuacién (2.11) es posible escribir
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(i )

I-g
donde g es la fraccion promedio de la energia de un electrdn perdida en procesos

K=V¥ (2.23)

radiativos.

Entonces, despejando y de la ecuacion (2.18) y sustituyéndolo en la ecuacién (2.23) y
utilizando la ecuacion (2.11), es posible escribir:

K — XWYair [ﬁln/pj — XW;”,/Q (224)
e \kalp),

l-g

Donde se muestra que la exposicion es el equivalente de la ionizacién del kerma en aire,
esto es, la ionizacién por unidad de masa de aire resultado de la transferencia de energia
por unidad de masa de aire. Se observa que, cualquier ionizacién que sea resultado de

bremsstrahlung no debe ser incluida en la medicion[8].

2.8.3 DOSIS ABSORBIDA

La dosis absorbida ha sido definida para describir la cantidad de radiacién para cualquier
tipo de radiacion ionizante, incluidas particulas cargadas y no cargadas, todos los materiales
y energias.

La dosis absorbida D puede ser definida en términos de la energia impartida ¢ . La energia

impartida por la radiacién ionizante a una masa m en un volumen finito 7 se define como:
& :(Rin )u _(Rout )u +(Rin )c _(Raut )c +ZQ (225)
Donde (R, )u = energia radiante de las particulas no cargadas entrando en un volumen V’

R . . , .
( out )u = energia radiante de las particulas no cargadas saliendo de un volumen

(R"" ) = energia radiante de las particulas cargadas entrando a

(Rf'“’ )c = energia radiante de las particulas cargadas saliendo de 7’

> O = energia neta derivada de la masa en reposo en el volumen ¥

La dosis absorbida (o simplemente dosis) en un punto P dentro de un volumen V' se define
como el cociente

_de

dm (2.26)

La dosis absorbida D es el valor esperado de la energia depositada en la materia por

D

unidad de masa en un punto P. D representa la energia por unidad de masa que
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permanece en la materia en un punto P, por tanto, puede dar una idea de los efectos
bioldgicos significativos producidos por la radiacién ionizante [9].
Su unidad antigua era el rad y representaba la absorcion de 100 erg de energia por gramo
de material absorbedor.

Irad=100erg/g=10"J/kg

En el Sl la unidad para la dosis absorbida es el gray (Gy) de modo que

1Gy=1J/kg=100rad (2.27)

2.8.4 TASA DE EXPOSICION
La tasa de exposicion en un punto P a un tiempo ¢ es
o
dt (2.28)
y puede usarse para determinar la exposicion X para cualquier tiempo dentro de un periodo

extendido de radiacién. Entonces proporcionando la tasa de exposicion como funcion del
tiempo X (t) se puede obtener la exposicion entre dos intervalos de tiempo ¢, y ¢.

t

X=;[X(t)dt

o (2.29)
Sus unidades son C/ kg s 0 R /s [9].

2.9 DOSIMETRIA CON PELICULAS DE TINTE
RADIOCROMICO

La dosimetria se refiere a la cuantificacion de la energia depositada por la radiacion
ionizante en el medio de interés. Tal cuantificacién se realiza utilizando dosimetros. Un
dosimetro es un dispositivo que provee una medida de la dosis absorbida en un volumen de
interés, debe ser estable bajo condiciones ambientales, sencillo de manejar y fécil de
preparar. Su respuesta a la radiacion debe ser proporcional a la dosis en un amplio intervalo,
independiente de la rapidez de la dosis, de la energia de la radiacion y de factores
ambientales, ademas debe ser reproducible[9].

Los sistemas dosimétricos convencionales como camaras de ionizacién, semiconductores,
detectores termoluminiscentes (TLD) vy peliculas radiogréaficas presentan ciertos

inconvenientes, entre los que se pueden contar; resolucion espacial insuficiente, diferencias
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considerables en la sensibilidad que dependen de la energia del haz de fotones, absorcion
de energia que no corresponde con la de los tejidos bioldgicos, ademéas de presentar
sensibilidad a la luz artificial y/o de requerir algun procesamiento quimico previo a su lectura,
mismo que puede influir en los resultados dosimétricos. Estas dificultades fueron resueltas
parcialmente por las peliculas de tinte radiocromico (PTR), ya que presentan una resolucion
espacial alta y no requieren procesos de revelado (puesto que adquieren cierta coloracion al
ser expuestas a la radiacion), proporcionan valores absolutos para las dosis absorbidas con
precision aceptable, ademas de ser de facil manejo y analisis [12].

Las PTR han sido utilizadas en los ultimos afios para medir la dosis absorbida en diversas
aplicaciones incluidas aplicaciones médicas. Consisten en una capa radiocrémica, cubierta
en ambos lados por una base de poliéster, que responde a la luz ultravioleta y a la radiacion

ionizante [12]. Sus caracteristicas incluyen coeficientes masicos de absorcién de energia

similares a los del agua (u/p =2.055m’ [kg) y tejido suave (u/p =2.045m’ [kg).

PELICULA RADIOCROMICA DOSIMETRICA

GAFCHROMIC® HS [13]
La pelicula HS esta disefiada para medir la dosis absorbida para fotones de alta energia.
Antes de ser irradiadas las PTR son incoloras. Cuando el componente activo de la HS es
expuesto a la radiacion, reacciona formando un polimero azul con una absorcién maxima a
615 nmy 675 nm. La coloracion azul aumenta al incrementarse la dosis absorbida, sin que
sea necesario algun procesamiento quimico.
La capa activa de la pelicula HS es de aproximadamente 40 um de espesor y esta colocada
entre dos hojas de poliéster claro y transparente cada una de 97 um. La pelicula HS
presenta una densidad Optica neta'” independiente de la energia que es esencialmente
lineal a dosis superiores a 30 Gy, también muestra una respuesta similar a varios tipos de
radiacion en el rango de Megavoltajes (por ejemplo: rayos X de 6 Mev y rayos gamma de
60Co). En los estudios realizados a esta pelicula se encontré que no existe diferencia en su
respuesta cuando se aplica una sola dosis o dosis fraccionadas y que es independiente de la
tasa de dosis. En los primeros minutos posteriores a la exposicion de la HS se manifiesta un
crecimiento significativo en la densidad 6ptica neta, lo que corresponde a un incremento de

la concentracion del polimero dentro de la capa activa. No obstante, la tasa de cambio de la

7 Densidad &ptica neta: cambio en la densidad dptica debido a la dosis de radiacion.
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absorcién disminuye rapidamente con el tiempo. Asi, la absorcidn 6ptica alcanza un valor
practicamente constante en los 2 dias posteriores a la irradiaciéon. Los cambios se tornan
muy lentos pasadas 24 horas desde la irradiacion. EI componente activo de la HS no es
particularmente sensible a la luz blanca visible, aunque comparativamente es mas sensible a
longitudes de onda cortas que a las largas. Se considera que la intensidad de los bulbos de
luz blanca fluorescente en el interior de laboratorios y oficinas oscila entre los 600 Ix a 1000
Ix'8, tomando en cuenta esto, estudios realizados a la HS mostraron que puede ser
manejada bajo iluminacion normal (1000 Ix) por varias horas (hasta 24 h) sin efectos
notables. No obstante, se sugiere no dejar la pelicula expuesta a la luz indefinidamente y
almacenarla en la oscuridad mientras no se utilice[14].

Las propiedades de la pelicula radiocrdmica dosimétrica Gafchromic® HS se resumen en la
Tabla 21 [14]

Para determinar la dosis absorbida por las peliculas, generalmente se utilizaba un
espectrofotometro; en este instrumento se hace pasar luz de cierta longitud de onda a través
de la pelicula para después medir la cantidad de luz que logra transmitirse. También se han
usado densitdmetros, aunque, recientemente se han utilizado escaneres de luz blanca. El
procedimiento con el escaner es similar al del espectrofotdmetro: se hace incidir luz blanca
sobre la pelicula y un sistema dptico dirige la luz transmitida o reflejada a través de la
pelicula hacia detectores y después envia la informacion hacia una computadora en cuya
pantalla se puede visualizar y procesar la imagen de la pelicula digitalizada.

Para determinar la respuesta de las PTR se define la densidad optica.

DENSIDAD OPTICA
Cuando una PTR es expuesta a radiacion ionizante ocurre un cambio en su coloracion, que
la vuelve mas oscura, a causa de un proceso de polimerizacion. El oscurecimiento de su
apariencia trae consigo la atenuacion de la luz que la atraviesa y es una medida de su
densidad dptica (DO). Una suposicién fundamental en la dosimetria de peliculas es que la
dosis de la pelicula se ve reflejada en la densidad éptica resultante de tal pelicula. Esta
relacion puede expresarse como sigue [4]:

DO =log,, [1—0}
! (2.30)

18 El lux (simbolo Ix) es la unidad derivada del sistema internacional de unidades (Sl) de iluminancia o nivel de
iluminacién. Es igual a un lumen /m?, donde el lumen (simbolo: Im) es la unidad del Sl para medir la cantidad de
luz que emite un foco por segundo y en todas direcciones, conocida como flujo luminoso.
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donde 7, es la intensidad de la luz si no hay pelicula presente e 7 es la intensidad de la luz

después de pasar a través de la pelicula. Se debe notar que, puesto que [IU /1 ] tiene un
comportamiento exponencial con la dosis, entonces, la densidad optica tiene una relacion
lineal con la dosis [13].

La respuesta R de las PTR se define como:

R =Log, (%j (2.31)

1

donde C,, y C; son las intensidades de algun color de la pelicula sin irradiar y la pelicula

irradiada, respectivamente[16].

Tabla 2-1: Propiedades de la pelicula radiocromica dosimétrica Gafchromic® HS

Propiedad

Pelicula Radiocrémica Dosimétrica Gafchromic ®
HS

Configuracion

Capa activa entre dos estratos de poliéster de 97 um

cada uno

Espesor de la capa activa

40 um

Respuesta sensitometrica

Densidad neta® de 0.80 a 10 Gy y 2.15a 30 Gy

Dependencia de la energia

Diferencia <5% en la densidad neta® para

exposiciones de 20 Gy a 1 MeV y 18 MeV

Respuesta a dosis fraccionadas

Diferencia <5% en la densidad neta® para una sola
dosis de 30 Gy y cinco dosis anulativas de 6 Gy con

30 min de intervalo entre cada una

Respuesta a la tasa de dosis

Diferencia <5% en la densidad neta® para

exposiciones en tasas de 3.4 Gy/min y 0.034 Gy/min

Estabilidad con la luz

Cambio <0.01 en la densidad por 1000 Ix/dia

Estabilidad en la oscuridad (pre-exposicion)

<0.5x10-3 cambio en la densidad/dia a 23°C <0.2x10-3

cambio en la densidad/dia bajo refrigeracion

Uniformidad para la misma hoja

Diferencia en la respuesta sensitometrica <6%

Uniformidad hoja-a-hoja

Diferencia en la respuesta sensitometrica de la media
<5%

Uniformidad lote-lote

Diferencia en la respuesta sensitométrica de la media
<10%

Crecimiento de la densidad Post-exposicién

<12% desde 1 h hasta 1 dia posterior a la exposicion;
<2% desde 1 dia hasta 4 dias después de la

exposicion.

2-39



3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Todos los protocolos con animales reportados en el presente trabajo fueron
realizados de acuerdo con los procedimientos establecidos por el NIH
(National Institute of Health, USA) para experimentacién en animales y

fueron aprobados por el comité ético del INCAN (Instituto Nacional de
Cancerologia).

Figura 3-1. Raton atimico
Con la finalidad de que las células cancerosas humanas pudieran reproducirse en los
animales experimentales fueron utilizados ratones atimicos nu/un (ver
Figura 3-1), también conocidos como ratones desnudos puesto que no tienen pelo. Los
ratones atimicos carecen de la glandula del timo, esto implica que su sistema inmunoldgico
ha sido suprimido y por lo tanto no rechazaran las células cancerosas externas. Debido a la
falta de sistema inmunoldgico, los ratones atimicos deben ser manipulados bajo estrictas
condiciones de esterilidad para evitar el riesgo de infecciones que pudiesen ocasionarles la

muerte.

Los ratones fueron almacenados en grupos dentro de cajas especiales disefiadas para este
fin. Las cajas se cambiaban para su limpieza y esterilizacion una vez a la semana. Dentro de
las cajas se proveyo aserrin, alimento y agua suficientes y esterilizados previamente en una

autoclave’d.

MODELOS TUMORALES
Las células tumorales humanas HelLa2® usadas en este protocolo se obtuvieron del ATCC
(American Type Cell Collection, Rockville, Maryland,USA). Se eligieron para producir el
tumor las extremidades inferiores, con la finalidad de reducir la radiacién hacia otros érganos

importantes.

19 En un autoclave se realiza esterilizacion por vapor de agua a una atmosfera de presion y a 120°C (estas
condiciones pueden variar), el material se deja dentro durante 20 o0 30 min.

20 | as células HelLa (también Hela o hela) son una linea celular usada en la investigacién médica. Esta linea
celular fue obtenida de células cervicales cancerosas tomadas de Henrietta Lacks, quien murié de cancer
cérvico-uterino en 1951
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Bajo una campana de flujo laminar de aire y condiciones antisépticas previas (limpieza con
alcohol isopropilico al 70% y utilizacién de guantes de latex), se inyectaron 5 X 108 células

de Hela en ambas extremidades inferiores.

Después de la inoculacién, los tumores fueron medidos semanalmente en ambos diametros

utilizando un vernier digital.

CALCULO DEL VOLUMEN TUMORAL

El volumen tumoral se determiné utilizando la siguiente relacion[17, 18]:

Vimm’)=n Dd’/6 (3.1)

donde D'y d son los diametros mayor y menor de la masa tumoral, respectivamente.

Figura 3-2: Extremidad inferior del raton donde se observa la masa tumoral desarrollada.

VOLUMEN RELATIVO

Con la finalidad de comparar la evolucién del tumor respecto de su volumen al inicio del
tratamiento (Vo), se calculd el volumen tumoral relativo (VTR) utilizando la siguiente
ecuacion:

VIR =V;/ Vo (3.2)
donde V; es el volumen tumoral medido semanalmente y ¥, el volumen al inicio del
tratamiento.

Cuando los tumores alcanzaron un volumen aproximado de 200 mm3 (2 semanas después

de la inoculacién) se inici6 el tratamiento.

GRUPOS EXPERIMENTALES
Los ratones para los grupos experimentales se seleccionaron de modo que la distribucién
del tamafio de los tumores entre grupos fuese similar, es decir, el promedio de la masa

tumoral entre los ratones de los diferentes grupos debe ser aproximadamente el mismo.
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Se separaron tres grupos:

Grupo A (n= 24 |dbulos tumorales, es decir, 12 ratones): Este grupo recibié un tratamiento de
quimio-radiacién utilizando Cisplatino como agente quimioterapeutico y gemcitabina como
radiosensibilizante, ademas de radioterapia estandar?!.

Grupo B (n= 26 I6bulos tumorales): Este grupo recibioé un tratamiento de quimio-radiacién
utilizando unicamente gemcitabina como radiosensibilizante y radioterapia estandar.

Control (n= 12 Iébulos tumorales): Unicamente para monitorear el crecimiento de los
tumores. Este grupo no recibié tratamiento alguno.

Los grupos experimentales se resumen en la Tabla 3-1:

Tabla 3-1: Resumen de los grupos experimentales

No. No.
Ratones Tumores

Radioterapia Quimioterapia

Cisplatino (agente
quimioterapeutico)
y gemcitabina
(radiosensibilizante)

Sesiones de 2.23 Gy
GRUPO A 12 24 5 veces a la semana
hasta completar 45 Gy

Sesiones de 2.23 Gy
GRUPO B 26 5 veces a la semana
hasta completar 45 Gy

gemcitabina
(radiosensibilizante)

CONTROL Ninguna Ninguna

Para reconocer los tumores se numerd a los ratones en la cola utilizando marcadores

indelebles de distintos colores dependiendo del grupo al que pertenecian.

RADIOTERAPIA
Se empled en la radioterapia una fuente de rayos X de ortovoltaje GULMAY D3225 (Gulmay
Medical LTD, UK) con un filtro de 2.25 mm de Aluminio y 0.15 mm de Cobre (Filtro 7), un
cono de 2 cm de diametro que permite una tasa de dosis D=2.16 Gy/min con una distancia
fuente-superficie (SSD?2) de 20 cm. Bajo tales condiciones el Gulmay trabajé a 150 kV con
una corriente de 10.0 mA presentando una energia promedio £,,, = 60.89 keV’, esto segin

la Tabla 3-2 proporcionada por el Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN).

21 Las dosis empleadas, se especifican en la siguiente seccion.
22 Por sus siglas en inglés SSD: Source Surface Distance

3-42



La radioterapia consistié en una dosis total aproximada de 50 Gy administrada en 20
sesiones (cinco dosis semanales) con una tasa de dosis de D=2.16 Gy/min, que
corresponde a una dosis diaria aproximada de D = 2.5 Gy irradiada en un tiempo de 1.17

min sobre la masa tumoral.

Tabla 3-2: Gulmay 225 ortovoltaje. El cuadro sombreado corresponde a la tasa de dosis empleada 216 cGy/min.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
GULMAY 225 ORTOVOLTAJE
RENDIMIENTOS
(cGy / min)

Filtro 2
T=50 kv
10.0 mA

E=23.59 keV

Filtro 3
T=150 kV
10.0 mA
E=72.02 keV

Filtro 5
T=100 kV
10.0 mA
E=39.50 keV

Filtro 7
T=150 kV
10.0 mA
E=60.89 keV

Filtro 9
T=220 kV
10.0 mA
E=123.01

keV

168.34 139.56 146.95 216.20 188.80

180.75 159.93 164.20 238.58 206.81

171.66 174.35 179.34 265.94 228.92

27.04 28.06 41.16 34.61

29.65 30.29 45.99 38.09

31.99 31.56 48.00 40.76

1 Distancia fuente-superficie
™ Cono circular
*Cono cuadrado

Para dirigir el haz de rayos X sobre el tumor, se fabricaron unos colimadores circulares de
plomo con un espesor de 2 mm, con un diametro exterior de 2 ¢cm, para que fuese posible
ajustarlo al cono utilizado en la radioterapia, y un diametro interior variable. Para un voltaje
pico de 150kV la HVL de plomo es de 0.3 mm [19]. Entonces, considerando que la
intensidad inicial del haz es de 2.5 Gy, después de atravesar 2 mm de plomo (igual a 6.66
HVL) la intensidad sera de 0.02 Gy, por lo que se considera que no hay transmisién del haz
a través de los colimadores.

La eleccién de estos colimadores para un tumor dado dependi6 del tamafio del mismo al
momento de la irradiacion. Los colimadores utilizados se muestran en la Figura 3-3. En la

Tabla 4-1 (en los resultados) se muestra la dosis dependiendo del colimador utilizado.

3-43



Figura 3-3: Colimadores de plomo de 2 mm de espesor, con 2 cm de didmetro exterior y diametro interior
variable utilizados en la radioterapia

Previo a la irradiacion, los ratones fueron anestesiados con Lisorane (Isoflurano 100%,
Baxter Healthcare Corporation) 1-3 % en oxigeno 100% usando una maquina de inhalacién
anestésica (Bickford, Wales Center, NY). Se colocé al ratdén dentro de una caja de acrilico,
fabricada especialmente para este fin, que permitia el suministro variable tanto de isoflurane
como de oxigeno mediante un sistema de anestesia de uso veterinario (Vapomatic™, Mod 2
Serial No. 2323,Bickford Inc.,Wales Center N.Y. USA) . El manejo de los ratones se hizo
siempre utilizando guantes de latex esterilizados con alcohol al 70%.

Una vez anestesiado, el raton fue colocado sobre una lamina de acrilico (17.2 x 10.3 cm) de
6.6 mm de espesor y ésta sobre un bloque de unicel (25.5 x 29.5 x 7.5 cm) forrado con papel
aluminio de 0.04 mm de espesor. El raton fue sujetado por las extremidades inferiores a la
lamina de acrilico mediante cinta micropore para evitar su movimiento en caso de que
llegase a despertar a mitad del tratamiento. También se colocd un respirador directo a la

boca del raton para seguir proporcionandole anestésico durante la radioterapia.

QUIMIOTERAPIA
La quimioterapia consisti6 en cuatro inyecciones?3
intraperitonales?* una semanalmente. Las soluciones
contenen 0.9% de solucion salina estéril. Las
concentraciones de las soluciones para gemcitabina (Eli
Lilly and Company, EUA) y cisplatino (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis MO) utilizadas son Co= 1 mg/mly Cc= 0.5

mg/ml, respectivamente.

Figura 3-4: Inyeccion intraperitoneal

como parte del tratamiento de quimioterapia.

23 Siempre realizadas bajo las condiciones de esterilidad antes mencionadas.
2 Intraperitonales, i.e. dentro de la cavidad peritoneal, el area que contiene los 6rganos abdominales.
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Se realiz6 un estudio previo para determinar las dosis de los farmacos que se habrian de
utilizar en este experimento. En el estudio piloto se administré inicialmente una dosis de
cisplatino de D= 4 mg/kg, sin embargo, se observd una pérdida rapida de peso, de
aproximadamente 30%, asociada a la toxicidad de este farmaco, por lo que se decidid
reducir la dosis al 50%. Al evaluar la respuesta se observd toxicidad tolerable, asi como

eficacia terapéutica, por lo que se decidié6 mantener la dosis de cisplatino a Dc= 2 mg/kg.

Dado que esta dosis de cisplatino corresponde a %0 de la dosis utilizadas en humanos?

se concluyd, para mantener las mismas proporciones entre ambos farmacos, utilizar una
dosis de gemcitabina de Dg= 6.25 mg/kg, que también corresponde a una vigésima parte
de la dosis para humanos.
Las inyecciones fueron administradas cada lunes antes de la radioterapia y la cantidad de
farmaco administrado en m/ dependi6 del peso promedio del grupo en cuestion.
DOSIS:

Gemcitabina D= 6.25 mg/kg,  Cisplatino de D= 2 mg/kg

EVALUACION DE LA TOXICIDAD
Con la experiencia previa de que la toxicidad de los farmacos, en especial del cisplatino, se
refleja en el peso de los ratones, se tomo el peso como el factor para evaluar la toxicidad.
Por esta razon se midié al inicio de cada semana el peso, en gramos, de los ratones
utilizando una balanza digital (CS2000, compact scale, Ohaus Corporation USA).
Del mismo modo que con el volumen, se considero el peso relativo (PR) para poder
compararlo con el peso al inicio del tratamiento segun la ecuacion:

PR =P;/P, (3.3)

donde P; es el peso medido semanalmente y P, el peso al inicio del tratamiento.

%5 | as dosis utilizadas en el tratamiento de CaCu en humanos son para cisplatino 40 mg/m?y 125 mg/m2 para

gemcitabina.
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ENSAYO CLONOGENICO?*

Como se menciono en la introduccion, la finalidad de la terapia contra el cancer es eliminar
tanto las células cancerosas como su capacidad de reproduccion. Para evaluar ésta
capacidad de reproduccidn de las células cancerosas, se realizé un ensayo clonogénico que
se explica a continuacion.

Dos semanas después de concluido el tratamiento de quimio-radioterapia, los tumores
fueron extirpados y procesados en una suspension por medio de tripsinizacion?7.

La concentracion celular?® fue contada manualmente utilizando un contador celular. Una vez
conocido el nimero de células, se transfirieron a una caja de petri dentro de un medio de
cultivo adecuado para su crecimiento. La proporcion de células clonogénicas fue
determinada contando el nimero de colonias formadas quince dias posteriores a la
tripsinizacion. En otras palabras, se contd el numer6 de células cancerosas después de
haberlas dejado reproducirse durante quince dias. El nimero de colonias fue contado para
cada una de las muestras correspondientes a cada uno de los tumores tratados. Para
simplificar el analisis de los datos se obtuvo el promedio de las colonias encontradas para
cada grupo experimental: control, grupo A y grupo B. Si el tratamiento fue efectivo, el
numero de colonias encontradas para los grupos Ay B debe ser considerablemente menor a
las encontradas para el grupo control que no recibié tratamiento, justamente como sucedié.

Los resultados se muestran en la Tabla 4-2.

DOSIMETRIA CON PELICULA DE TINTE RADIOCROMICO
(PTR)
La importancia de la PTR para este experimento radica en su utilidad para verificar la
homogeneidad en las dosis absorbidas por el volumen de interés, en este caso el tumor. Se
elaboré la curva de calibracién para la PTR con el equipo Gulmay 225 utilizado en la

radioterapia, asi como la curva de calibracién para el irradiador de ¢Co.

% Ensayo clonogénico es una técnica usada en microbiologia par el estudio de la efectividad de agentes
especificos sobre la proliferacion de células. Es utilizado en la investigacidn sobre el cancer para determinar el
efecto de farmacos, radiacion, o una combinacion de ambos. El término “clonogénico” se refiere al hecho de
que estas células son clones unas de otras. El principal interés al final del ensayo, es determinar el porcentaje
de células que sobrevivieron al tratamiento.

27 La tripsinizacion es una forma conveniente de separar las células y levantarlas en una suspension celular
para manejarlas mas facilmente. La tripsina es una enzima peptidasa, que rompe los enlaces de las proteinas
mediante hidrélisis para formar péptidos 0 aminoacidos de menor tamafio.

28 Se refiere al nimero de células cancerosas por unidad de superficie.
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MANEJO DE LA PTR

Se cortaron piezas de 2x2 cm’ de pelicula radiocrémica dosimétrica Gafchromic ® HS,
numero de lote O0802HS55. La pelicula fue cortada en la penumbra para evitar la incidencia
de laluz UV, a la cual es sensible, utilizando pinzas y guantes de latex sin talco para evitar

dafiarlas y/o ensuciarlas?.

CALIBRACION DE LA PELICULA RADIOCROMICA CON EL GENERADOR DE RAYOS X
GULMAY 225

Con la finalidad de determinar la coloracion de la PTR de acuerdo a la dosis depositada en
ella, se realizo la curva de calibracion de la pelicula utilizando el equipo generador de rayos
X Gulmay D3225 usado en la radioterapia®®, asumiendo que éste equipo ha sido
anteriormente calibrado por personal calificado del INCAN.

La curva de calibracion se realizd para distintas dosis en intervalos de 0 a 5 Gy. Se
irradiaron 5 piezas de pelicula segun la Tabla 3-3 y se dejo una pieza de pelicula sin irradiar
para referencia de la dosis 0 Gy.

Se utilizd un filtro de Cu-Al (filtro 7) y un cono de 2 cm de didametro para obtener una tasa de
dosis de D = 216 c¢Gy/min segun la Tabla 3-2. Se colocaron las piezas de pelicula de
2x2 e’ directamente debajo del cono mencionado sin utilizar los colimadores de plomo y
sin colocar lucita sobre la pelicula, Unicamente se situaron placas de lucita hasta lograr un

espesor de 10 cm por debajo de la PTR.

Tabla 3-3: Dosis irradiadas en las Peliculas de tinte Radiocrémico usando el generador de rayos X Gulmay segun los datos
de la Tabla 3-2

Pelicula sin irradiar

2 Las PTR siempre fueron manejadas utilizando estas precauciones, por lo que de aqui en adelante no se
mencionara esto.
30 Bajo las especificaciones dadas en la seccion de “Radioterapia”, mismo filtro, mismo cono, etc.
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Después de irradiadas, las peliculas fueron almacenadas en la oscuridad para su
estabilizacion, pues como se menciond en la introduccion, son necesarios al menos 2 dias
para que se estabilice el cambio de color.

Transcurridas 48 horas las peliculas fueron montadas en una plantila de acetato
transparente y enmarcadas con cartoncillo negro como fondo (para evitar reflexiones de luz)
y utilizando cinta adhesiva transparente. Las peliculas se colocaron en orden de dosis
ascendente (Figura 3-5), incluyendo la pelicula no irradiada y fueron digitalizadas utilizando
un escaner (Scan Marker 8700, Microtec) en modo transmision en escala de colores
separandose en sus tres componentes: rojo, verde y azul (RGB- Red, Green, Blue: 24-
bits)3'. La pelicula fue orientada con su frente hacia abajo32 y en el orden que muestra la
Figura 3-5 sobre el escaner y horizontalmente, esto es, paralela a la [&mpara fluorescente
del escaner, dentro de una region determinada en un estudio previo, dentro de la cual se
obtienen las mejores lecturas.

Dosis: 5Gy 3Gy 15Gy 1.0Gy 0.5Gy 0 Gy

Figura 3-5: Pelicula radiocrémica irradiada en el generador de rayos X Gulmay, utilizando un cono de 2 cm de diametro, a

distintas dosis.

Se utiliz6 el software Image J 1.36b (Wayne Rasband, NIH,USA) [20] para tomar lecturas de
las PTR. Se tomaron 5 lecturas (regiones de interés, ROI) de cada pelicula en cada uno de
sus colores componentes (rojo, verde y azul). En total 15 ROI de cada pieza de pelicula 5 en
la componente roja, 5 en la verde y 5 en la azul. Las lecturas fueron de 35x35 pixeles cada
unay después se tomd el promedio de las lecturas obtenidas.

La respuesta de la pelicula fue calculada segun la ecuacion (2.31) con C,; el promedio de
las lecturas de la pelicula no irradiada y C; el promedio de uno de los tres colores
componentes. La respuesta (R) fue calculada para cada componente y después se graficd
como funcién de la dosis en Gy (ver Grafica 4-1 en resultados). Puesto que la componente
roja es la que presenta mayor sensibilidad, se eligidé esta para ajustar un polinomio de

segundo orden que representa la curva de calibracién para la PTR.

31 Este procedimiento se realizd siguiendo el articulo citado en la bibliografia Alva, H. et al. (2002)
32 E| frente lo especifica el fabricante, ver bibliografia num. [15]
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Una vez determinada la curva de calibracion de la PTR el siguiente paso fue garantizar la
irradiacién homogénea de la masa tumoral por lo que se verificd que la penetracion del haz
permitiera un depdsito de dosis uniforme dentro del tumor.

La manera mas correcta de medir la dosis dentro del tumor seria colocar varios fragmentos
de pelicula radiocromica (PTR1, PTR2, PTRs,...,PTR;...,PTRy) a distintas profundidades
dentro de la masa tumoral haciendo cortes para introducir la pelicula (ver Figura 3-6), sin
embargo, por razones técnicas, esto no fue, ni es posible de realizarse in vivo. De modo
ideal, cada una de estas PTR; debe mostrar la dosis depositada para la profundidad a la que
es colocada. Aunque la PTR; mostrara una dosis mayor que la de la PTR i+, colocada ésta
ultima un poco mas abajo que la primera, la dosis depositada en ambas debe diferir como

méaximo en un 15% para considerar una irradiacion uniforme.

Cono de 2cm de diametro

Colimador de plomo

PTR 1 = Dosis de entrada

T A < PTR 2
umor !‘. ) PTR 3
N p
~ = -~ . .
= RTR N = Dosis de salida
<— Lucita

Figura 3-6: Manera ideal de medir la dosis dentro de la masa tumoral utilizando pelicula radiocrémica (PTR ).

En el caso real (Ver Figura 3-7), Unicamente se midio la “dosis de entrada”, correspondiente
ala PTR1 en la Figura 3-6 y la “Dosis de salida” correspondiente a la PTRN. En la Figura
3-7 se muestra el cono de 2 cm de diametro en donde son colocados los colimadores de

plomo, asi como la posicion de la pelicula radiocromica respecto del tumor.

Cono de 2cm de diametro

Dosis de entrada
|' 1

Colimador de plomo

Tumor Pelicula radiocrémica

I

<4— Lucita —p»

Figura 3-7: Colocacion de la pelicula radiocromica para la dosis de entrada y dosis de salida.
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Se irradio por un tiempo de 1.17 min, que corresponde al tiempo que fueron irradiados los
tumores en cada sesion de radioterapia segun se menciond anteriormente. El procedimiento
se realizo tres veces para cada colimador. Al finalizar se guardaron las peliculas en la
oscuridad para su estabilizacion y, posteriormente se siguié el mismo procedimiento para su
lectura (escaneo de la pelicula, lectura con el software Image J, etc.).

Después se utilizo la ecuacion obtenida mediante la curva de calibraciéon para verificar la
dosis depositada en la PTR de acuerdo a su respuesta, D = D(R) (Grafica 4-1) donde D

es la dosis y R la respuesta de la pelicula (ver en Tabla 4-1 resultados).

CALIBRACION DE LA PTR CON EL IRRADIADOR DE RAYOS y DE €Co

La energia de los fotones producidos por %0Co es en promedio 1.25 MeV (segun se
menciona en la introduccion) mientras que la energia promedio de los rayos X producidos
por el generador Gulmay es de 60.89 keV, ademas se sabe que la pelicula radiocrémica HS
es dependiente de la energia de irradiacién por lo que se quiso comparar la respuesta de la
pelicula cuando se utiliza un irradiador de 8Co. De modo ideal, si la pelicula radiocrémica
fuese independiente de la energia, realizar las curvas de calibracion para el generador de
rayox X Gulmay 225 y para el irradiador de 8°Co, permitiria tener un modo adicional para
verificar las dosis que fueron depositadas sobre la masa tumoral.

Asumiendo nuevamente que el irradiador de 8°Co ha sido calibrado por personal del INCAN,
se realizd la curva de calibracion variando las dosis a intervalos entre 0y 5 Gy (las mismas
que para el generador Gulmay 225) utilizando un campo de irradiacion de 10x10 cm2 con la
maquina Theratron Phoenix 780 (Theratronics internacional limited, Kanata, Canada) del
departamento de radioterapia del INCAN.

La tasa de dosis para la fuente de 8Co en septiembre del 2006 fue de (142.64 + 1%)
cGy/min para un campo de 10x10 cm utilizando la Distancia Fuente-Paciente (DFP, 80cm,
segun datos proporcionados por el INCAN).

Se irradiaron 5 piezas de pelicula segun la Tabla 3-4 y se dejé una pieza de pelicula sin

irradiar para referencia de la dosis 0 cGy.
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Tabla 3-4: Dosis para las Peliculas de tinte Radiocrémico para el irradiador de rayos y de Co

Pelicula sin irradiar

Para ser irradiada, la PTR se colocd dentro de un arreglo especial de lucita con el fin de
asegurar el equilibrio de particula cargada (EPC). El arreglo consistié en una lamina de 0.5
cm de lucita sobre la pelicula y 10 cm de espesor de laminas de lucita por debajo de ésta.
Las peliculas fueron colocadas dentro de este arreglo. Se realizaron los procedimientos de
alineacion del cabezal y centrado del arreglo dentro del campo, con una distancia fuente-
superficie de 80 cm.

Después de irradiadas, las peliculas fueron almacenadas en la oscuridad para su
estabilizacion, pasado el tiempo correspondiente las peliculas fueron escaneadas, se
leyeron y analizaron como se menciono anteriormente.

Para realizar la curva de calibracidn se utilizo nuevamente la componente roja por ser la mas

sensible y se ajustd la recta sobre los datos obtenidos (ver Grafica 4-2 en resultados).

ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico de los datos empleados en las graficas de peso, volumen y curvas de
calibracion fue realizado usando andlisis de varianza (ANOVA) de una via usando el
software SPSS Base 12.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). Diferencias en el volumen y peso relativo
fueron comparadas estadisticamente entre grupos. Cuando fue necesario las comparaciones
entre las medias fueron ajustadas utilizando la aproximacion de Bonferroni. Se considerd

un valor de p <0.05 como una probabilidad aceptable para una diferencia significativa

entre medias. Los valores son reportados como promedio £ el cociente de la desviacion

estandar por la raiz del nimero de mediciones (sem) .
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4 RESULTADOS

En la Gréfica 4-1 se muestra la curva de calibracion de la pelicula radiocromica Gafchromic
HS irradiada con rayos X de 60.89 keV de energia efectiva en el generador de rayos X
Gulmay. Se utilizé un filtro de Cu-Al y un cono de 2cm de didmetro para obtener un
rendimiento de 2.16 Gy/min. Se muestran los resultados del anélisis en las componentes del
formato RGB. La ecuacion debajo del gréfico es el ajuste para la componente roja de la
curva de calibraciéon, R es la respuesta de la pelicula radiocrémica y D es la dosis

depositada en ella.

0.20 L
0.15 -

g

'c

o |

S 0.10 - -

° -

|
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(14
0.05 + L
0.00 ~ L

0 1 2 3 4 5
Dosis (Gy)

Respuesta de la componente Roja:
R(Gulmay) = (-0.0019 +/- 0.0020) + (0.0466 +/- 0.0022)*D + (-0.0009 +/- 0.0004)*D?
r* = 0.9997

Grafica 4-1: Curva de calibracion de la pelicula radiocrémica Gafchromic HS irradiada con rayos X en el generador de
rayos X Gulmay.

La Tabla 4-1 muestra las dosis de entrada y de salida medidas con la PTR para cada uno de
los colimadores de plomo empleados durante las irradiaciones (ver Figura 3-3). La “dosis de
entrada’, se refiere a la dosis que incide directamente sobre la superficie de la masa tumoral.
Mientras que la “dosis de salida” (ver Esquema 4-1) se refiere a la dosis medida por debajo

del tumor. Para calcular la dosis de salida se coloco un fragmento de PTR inmediatamente
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debajo de la masa tumoral a irradiar (pata del ratén) durante una sesion normal de

radioterapia. Los valores de dosis mostrados en la Tabla 4-1 se calcularon a partir de la

curva de calibracion (Grafica 4-1).

COLIMADOR Dosis de Dosis de Diferencia entre
entrada (Gy) | Salida (Gy) | dosis de entraday
salida
Cc2 2.50+0.14 2.07+£0.14 17 %
C3 2.45+0.15 1.98 + 0.15 19 %
C4 242 +0.17 2.01+£0.17 17 %

Tabla 4-1: En la primera columna se indican los colimadores de plomo utilizados en las irradiaciones, en las siguientes dos
columnas se muestran las “dosis de entrada”y “dosis de salida”, respectivamente y en la Ultima columna se muestra la

diferencia porcentual entre las dosis de entrada y de salida.

La Grafica 4-2 muestra las componentes rojas de las curvas de calibracion de la pelicula

radiocromica Gafchromic HS irradiada en el generador Gulmay 225 (circulos) y en el

irradiador de %°Co (tridngulos). Las ecuaciones de las curvas se muestran debajo del gréafico.

Obsérvese que los datos muestran ser estadisticamente diferentes (*:p<0.05).

0.25
4 *
® Generador de rayos X Gulmay 225
4 A . 60
0.20 - N Irradiador de *"Co L
: p<0.05
g- 0.15 ] =
S
e
g) 4
S 0.10 4 -
1l T
14
0.05 ~ L
0.00 ~ L

3

Dosis (Gy)
R(Cobalto)= (0.0018 +/- 0.0014) + (0.0522 +/- 0.0016)*D + (-0.0013 +/- 0.0003)*D?

r’ = 0.9999

R(Gulmay) = (-0.0019 +/- 0.0020) + (0.0466 +/- 0.0022)*D + (-0.0009 +/- 0.0004)*D?

r? = 0.9997

Grafica 4-2: Componentes rojas de las curvas de calibracion de la PTR irradiada en el generador Gulmay 225 y en el

irradiador de Co.
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En las graficas 4-3 a 4-7 la "n” representa el nimero de tumores medidos y las flechas

sefalan el inicio y fin del tratamiento de quimio-radioterapia.

La grafica 4-3 muestra el cambio relativo en el volumen tumoral segun los grupos

experimentales: Grupo A (radioterapia + cisplatino + gemcitabina), Grupo B (radioterapia +

gemcitabina) y grupo control (sin tratamiento). El analisis de varianza no mostr¢ diferencias

estadisticas (p<0.05) entre los grupos A y B, aunque si del grupo control. Se observa de

modo notable el efecto del tratamiento combinado de quimio-radioterapia en los grupos A 'y

B con respecto al grupo control.

Volumen Tumoral Relativo + ¢

7 Inicio

1 © Grupo Control (n=12)

O Grupo B (n=26)

{ A GrupoA (n=24)

I
5

—O0— =T

Dias Transcurridos

Grafica 4-3: Volumen tumoral relativo segun los grupos experimentales.
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La grafica 4-4 muestra el analisis del cambio en el volumen tumoral relativo para los distintos
grupos experimentales (A, B y control) segun si el volumen tumoral al inicio del tratamiento

(Vo) fue mayor o menor que 200 mm3. El andlisis estadistico realizado no mostré diferencias

entre los grupos Ay B independientemente del volumen inicial Vo.
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Grafica 4-4: Andlisis del volumen tumoral relativo de acuerdo a un volumen inicial (Vo) mayor o menor que 200mm3.

En la grafica 4-5 se muestra el analisis del cambio en el volumen tumoral relativo para los
grupos experimentales A y B en el caso de los tumores que tuvieron un volumen inicial Vo >
200 mm3. Obsérvese que, incluso después de concluir el tratamiento el volumen tumoral
seguia decreciendo. El analisis estadistico realizado no mostro diferencias entre ambos

grupos experimentales.

La grafica 4-6 muestra el analisis del cambio en el volumen tumoral relativo para los grupos
experimentales A y B en el caso de los tumores con un volumen inicial Vo < 200 mm3.
Obsérvese que en la ultima medicién el tumor casi ha desaparecido. El analisis estadistico

realizado no mostro diferencias entre ambos grupos experimentales.
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Grafica 4-5: Cambio en el volumen tumoral relativo para tumores con un volumen inicial Vo > 200 mm? en los grupos
experimentales Ay B.
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Grafica 4-6: Cambio en el volumen tumoral relativo para tumores con un volumen inicial Vo menor que 200 mm? en los
grupos experimentales Ay B.
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En la gréfica 4-7 se representa el peso relativo de los ratones segun los distintos grupos
experimentales (A, B y Control). Con el peso se pretende evaluar la toxicidad del
tratamiento, obsérvese la disminucién de peso en el grupo A (triangulos) que recibid un
tratamiento de radioterapia+ cisplatino+ gemcitabina, mientras que la disminucién de peso
en el grupo B (cuadrados) no es tan dramatica y el peso de este grupo comienza a
recuperarse incluso antes de concluir el tratamiento. El peso del grupo A tarda un poco mas

en recuperarse mientras que el peso del grupo control se mantiene relativamente constante.
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Grafica 4-7: Peso relativo de los ratones para los distintos grupos experimentales (A, B y Control) como funcion del tiempo
transcurrido.

Finalmente, en la Tabla 4-2 se muestran los resultados del estudio de viabilidad celular
realizado al término del tratamiento. Se observa que en ambos grupos experimentales (A y

B) no hubo capacidad de reproduccién de colonias.

Grupo Numero de
experimental colonias
Control 2075

Grupo A 1+1
Grupo B 01

Tabla 4-2: Numero de colonias encontradas como resultado del estudio de viabilidad celular para los grupos
experimentales.
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5 ANALISIS DE RESULTADOS

DOSIMETRIA
En la Grafica 4-1 se muestran las componentes RGB (roja, verde y azul) de la curva de
calibracion para la pelicula radiocrémica Gaftchromic HS ® irradiada con rayos X de 60.89
keV de energia efectiva en el generador Gulmay 225; es claro que la componente roja es la
méas sensible [16], por lo que a partir de esta componente se cuantificaron las dosis
depositadas en las peliculas utilizadas, como se indico anteriormente se partié del hecho de
que el generador Gulmay fue calibrado anteriormente por personal calificado del INCAN.
La Tabla 4-1 muestra los resultados de la medicion de dosis depositada, para los distintos
colimadores empleados en las irradiaciones, sobre la superficie del tumor “dosis de entrada”
y en la parte inferior del tumor “dosis de salida” segun lo muestra la Figura 3-7. Se observa
que no existe diferencia entre las dosis de entrada para los distintos colimadores puesto que
se encuentran unas dentro del margen de incertidumbre de las otras. Lo mismo sucede con
las dosis de salida. Asi pues, la dosis promedio de entrada es de (2.45 + 0.15) Gy, mientras
que la dosis promedio de salida es de (2.02 + 0.15) Gy.
En la tercera columna de la Tabla 4-1 se muestra la diferencia entre las dosis de entrada y
salida. Al respecto, es importante notar que, al medir la dosis de salida, la pelicula
dosimétrica se coloco exactamente debajo de la pata del raton en la que se implanté el
tumor (Figura 3-7). Lo que se quiere decir con esto es que, la radiacion no sélo atraveso el
tumor sino también parte del hueso de la extremidad del ratén y el tejido sano por debajo de
éste hasta depositar la dosis en la PTR. Suponiendo que el espesor de la para del raton sea
de aproximadamente 1.5 cm el 66.66% (1 cm) corresponde al tumor mientras que el 13.33%
(0.2 cm) corresponde a hueso3? y el 20% (0.3 cm) al musculo por debajo del tumor se puede
intuir que, la dosis después de atravesar unicamente el tumor es un poco mayor a la medida
con la PTR. Nuevamente, esto no fue posible de medirse in vivo, habria sido necesario
realizar cortes en la pata del raton.
Todo esto con el objetivo de explicar que si se tomase en cuenta la diferencia entre las dosis

de entrada y salida, unicamente para el tumor (excluyendo hueso y musculo debajo de éste)

33 El hueso tiene un Zprom = 13.8 y una densidad de 1.3 g/cm3, asi como un coeficiente masico de atenuacion de
M/ p=0.273 cm?/g, cantidades que son mayores que para el musculo ( Zpom = 7.64, u/ p =0.204 cm?/g, 1.04
g/cm3) lo que implica que el haz de fotones sufre una atenuacién mayor al atravesar hueso que al atravesar
musculo.
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la diferencia entre dosis (tercer columna en la Tabla 4-1) podria tener un valor mas cercano
al 15% como para considerar una irradiacion uniforme, que era lo que se buscaba verificar
mediante el empleo de la PTR.

Después de concluir el tratamiento completo de radioterapia se obtuvo que la dosis total
administrada sobre los tumores fue de (45.10 + 0.64) Gy. Si bien la dosis total administrada
fue menor que los 50 Gy que se pretendian, debido al empleo de los colimadores de plomo,
los resultados se muestran favorables en cuanto a la respuesta del tumor al tratamiento.
Respecto a este punto se resalta la importancia de tomar en cuenta los posibles cambios en
la dosimetria que pudiesen surgir como resultado del empleo de cualquier dispositivo o
herramienta adicional a los que se utilizan de modo normal con el generador Gulmay 225 en
una sesion de radioterapia. Aunque se conocen las dosis para cada uno de los conos y
filtros de los que dispone el generador, es necesario tomar en cuenta las posibles
variaciones en el rendimiento. Se resalta la importancia de este trabajo como elemento para
valorar la metodologia empleada dentro del protocolo de quimio-radiacion que se pretende

establecer.

La Grafica 4-2, muestra las componentes rojas de las curvas de calibracion para el
generador Gulmay 225 y para el irradiador de 8°Co. Aunque las dosis depositadas en la
pelicula fueron las mismas, el andlisis estadistico mostré que las curvas son efectivamente
distintas (p<0.05) debido a la dependencia de la energia de irradiacién que presenta la
pelicula radiocromica HS. Se considera de bastante utilidad para el protocolo, en cuanto a
dosimetria se refiere, el empleo de una pelicula radiocromica que sea independiente de la
energia (como la EBT también fabricada por Specialty- Products [14]), esto permitiria tener
una mayor exactitud en las dosis administradas puesto que seria posible comparar la
respuesta de la pelicula para dosis iguales pero con equipos distintos (en este caso el
irradiador de ¢0Co se puede tomar como un irradiador de referencia). Esto es Unicamente

como un elemento adicional de verificacion.

COMPARACION EN LA EFECTIVIDAD DE LOS
TRATAMIENTOS
Las dosis depositadas mediante la radioterapia junto con el tratamiento de quimioterapia
lograron controlar el crecimiento del tumor como lo muestran las graficas 4-3 a 4-6 del

volumen tumoral relativo.
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Grafica 4-3 se puede observar en primera instancia que el volumen tumoral del grupo control
presenta crecimiento considerable desde el dia cero (cuando se inicia el tratamiento de
quimio-radioterapia para los grupos A (radioterapia + cisplatino + gemcitabina) y B
(radioterapia + gemcitabina) hasta el ultimo dia de la toma de datos, cuando los ratones
fueron sacrificados dos semanas después de concluido el tratamiento. Es notable que el
volumen tumoral para los grupos A y B que recibieron tratamientos de quimioterapia
distintos, se observe muy similar. Por esta razon, se realizd el analisis de varianza
correspondiente, encontrandose que la respuesta terapéutica a ambos tratamientos no fue
estadisticamente diferente (p < 0.05).

Con la finalidad de realizar un examen mas detallado se analizé el cambio en el volumen
relativo para los grupos A y B de acuerdo a si el volumen inicial (Vo) fue mayor o menor que
200 mm3,

Grafica 4-4 muestra el crecimiento relativo del volumen tumoral de los grupos A y B, con Vo
> 200 mm3y Vo < 200 mm3, con respecto al grupo control (en el grupo control no se tomo
en cuenta el volumen inicial). Para observar como se comporta el volumen relativo mas
detalladamente se presenta la Gréfica 4-5 en donde se muestra el volumen tumoral relativo
para un volumen inicial Vo > 200 mm? para los grupos experimentales A 'y B. El andlisis de
varianza muestra que no existe diferencia estadistica en la respuesta en ambos

tratamientos, por lo que pueden considerarse igualmente efectivos en este sentido.

La Grafica 4-6 presenta el volumen tumoral relativo para tumores con un volumen inicial
Vo < 200 mm3, nuevamente el andlisis estadistico no mostro diferencia entre ambos grupos.
Es notorio que para volimenes iniciales Vo < 200 mm? e independientemente del
tratamiento, el tumor practicamente habia desaparecido para cuando se hizo la toma de los
ultimos datos. En este sentido, ambos tratamientos no resultan estadisticamente diferentes
en su efectividad como lo demostrd el analisis correspondiente realizado. Sin embargo, se
intuye que la respuesta del control tumoral no sélo esta en funcion del tratamiento que se

administro sino también del volumen tumoral a ser tratado.

Dado que la respuesta al tratamiento, considerando Unicamente el volumen tumoral, no
mostré ser estadisticamente distinta (Grafica 4-5 y Grafica 4-6), se debe observar con detalle
la toxicidad asociada a los tratamientos (Gréafica 4-7). La Grafica 4-7 muestra el peso relativo
de los ratones experimentales segun el grupo al que pertenecen (A, B y Control). Se observa
que el peso de los ratones agrupados dentro del Grupo A disminuye notablemente desde el

inicio hasta el fin del tratamiento. Una vez finalizado el tratamiento fue necesaria una

5-60



semana mas para recuperar el peso en el grupo A perdido como consecuencia de la
toxicidad asociada al cisplatino. Sin embargo, el peso del grupo B disminuye poco durante
los primeros dias y comienza a recuperarse aun antes de finalizar el tratamiento. El ultimo
dia de la toma de datos (dos semanas después de finalizado el tratamiento) el peso del
grupo B es practicamente el mismo que al inicio del tratamiento. En la Gréfica 4-7 el anélisis
estadistico si mostr¢ diferencias en el peso de ambos grupos, como se observa claramente
en el grafico. Aunque el control de la masa tumoral fue estadisticamente el mismo para los
grupos experimentales A y B, la toxicidad asociada al tratamiento con Cisplatino fue

considerable.

Como elemento adicional para verificar la efectividad de los tratamientos se realizo el
analisis de la capacidad de reproduccién de las células cancerosas (ensayo clonogénico)

una vez que hubo concluido el tratamiento. La

Tabla 4-2 confirma la efectividad de ambos tratamientos en cuanto al control tumoral. Se
muestra en esta tabla que el nimero de colonias encontradas quince dias posteriores a la
extraccién del tumor para los grupos que recibieron tratamiento (grupos A y B) es muy bajo,
practicamente despreciable para las muestras cuantificadas. Esto indica que se logrd
eliminar la capacidad de reproduccion de las células cancerosas, es decir, ambos
tratamientos de quimio-radioterapia resultaron igualmente exitosos, puesto que, debido a la
incertidumbre asociada a los datos, el nimero de colonias encontrado para los grupos Ay B
es el practicamente el mismo. Es bastante clara la diferencia en la generacion de colonias
entre el grupo control y los grupos bajo tratamiento, de este modo no queda duda respecto

de la efectividad de ambos tratamientos.

En general, estas observaciones sugieren que el uso simultdneo de radioterapia con
gemcitabina (a dosis de radiosensibilizante) tiene un potencial terapéutico equivalente al de
la radioterapia junto con cisplatino y gemcitabina que se ve reflejado en el control de la masa
tumoral. Sin embargo, el tratamiento que solo recibié gemcitabina posee la ventaja adicional

de una toxicidad menor que se observa en el peso de los ratones experimentales.
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6 CONCLUSIONES

Del trabajo realizado podemos concluir que el protocolo utilizado para desarrollar el modelo
tumoral de CaCu en ratones fue adecuado, es decir, después de implantado el tumor, éste
consiguié crecer hasta alcanzar un tamafio conveniente para iniciar el tratamiento de quimio-
radioterapia. El hecho de haber elegido las extremidades inferiores para su implantacion
permite descartar que la disminucidn en el peso de los ratones experimentales haya sido
debida a la radiacién misma y no al efecto de los farmacos como se ha sefialado.

En cuanto a las sesiones de radioterapia, se destaca la anestesia de los ratones como un
procedimiento necesario ya que, sin ésta hubiese sido muy complicado llevar a cabo la
irradiacion.

Los colimadores de plomo empleados permitieron dirigir de manera Optima el haz de
radiacion enfocandolo Unicamente sobre la masa tumoral, se consideran de gran ayuda, en
especial cuando el volumen del tumor es pequefio. Sin embargo, es necesario realizar un
analisis dosimétrico previo al inicio de la radioterapia si es que se pretende utilizar elementos
o dispositivos adicionales a los que se utilizan normalmente en la irradiacion, esto con la
finalidad de verificar el rendimiento del generador de rayos X empleado.

Como se mencion6 anteriormente, se sugiere el empleo de una pelicula radiocrémica
dosimétrica independiente de la energia como elemento adicional para verificar las dosis
administradas al compararlas con las obtenidas en un irradiador de referencia. No obstante,
la pelicula empleada cumplio con su objetivo principal como dosimetro, permitiendo analizar
las dosis proporcionadas para las distintas circunstancias (dosis de entrada y de salida para
los distintos colimadores). Es importante mencionar que la pelicula radiocrémica debe ser
colocada para su lectura sobre el escaner como se menciona en la metodologia y segun el
articulo de Alva, H. et al. (2002) [16] ya que de ser leida de otro modo los resultados difieren
notablemente.

Segin muestran las graficas de volumen tumoral y peso las dosis de farmacos
administradas son tdxicamente aceptables y efectivas. El procedimiento utilizado para
inyectar los farmacos no mostro dificultad alguna. El ensayo clonogénico demostr6 ser un
medio adicional de muy valiosa utilidad para comprobar que la eliminacion de la capacidad
de reproduccién de las células cancerosas, aunque las gréficas de volumen tumoral son en

si suficientes.
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En cuanto a la comparacién de los tratamientos, el estudié mostré que el uso concomitante
de radioterapia con gemcitabina, a dosis de radiosensibilizante, tiene un potencial
terapéutico aparentemente equivalente al del cisplatino pero con una toxicidad menor.
Estudios posteriores, en otras lineas celulares, deben ser realizados para validar la
efectividad de ambos tratamientos con el fin de mejorar el protocolo clinico utilizado en
pacientes en los que los efectos toxicos asociados al cisplatino limiten su uso terapéutico.

El protocolo de quimio-radiacion establecido en este trabajo permitira realizar
investigaciones en un futuro préximo con modelos tumorales en ratones atimicos
(investigaciones pre-clinicas). Su importancia radica en que, al establecer un protocolo, se
sientan las bases para evaluar los resultados de los tratamientos de quimio-radioterapia en

si mismos.
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