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Capitulo I. Introduccion

El término cancer se refiere a la condicion patoldgica del cuerpo donde existe un crecimiento
y reproduccién celular sin control (Yuzhalin & Kutikhin, 2014). Agrupa a mas de 200 tipos
distintos y tienen caracteristicas como la de infiltrarse en otros tejidos y generar metastasis
ademas de una probabilidad de recurrencia (Bray et al., 2018; Yuzhalin & Kutikhin, 2014). Hoy
en dia el cancer es uno de los problemas de salud publica méas graves y ahi la importancia de
prescribir un tratamiento adecuado y eficaz. El objetivo principal de un tratamiento es curar el
cancer o prolongar en lo posible la vida del paciente de la mano con mejorar la calidad de vida

(WHO, 2018).

La radioterapia es una modalidad clinica de tratamiento que consiste en el uso de radiacion
ionizante en pacientes con este tipo de neoplasias malignas y ocasionalmente enfermedades
benignas, entre otras (Halperin et al., 2018). Es un tratamiento efectivo en el manejo del cancer y
la principal alternativa a la cirugia ya que puede mejorar significativamente el control loco-
regional, la supervivencia global y la calidad de vida en mdltiples patologias tumorales
agregando algunos beneficios cosméticos. Sin embargo, el uso de la radioterapia ha implicado un
riesgo de efectos secundarios agudos y crénicos que potencialmente pueden traducirse en morbi-
mortalidad importante y/o reducir la calidad de vida de los pacientes (Joiner & van der Kogel,

2009).

Durante el desarrollo de la radioterapia se han implementado diversas herramientas con el fin
de obtener mejores resultados curativos y evitar la recurrencia, siempre limitados para evitar el
dafio a tejido sano debido a la radiacion ionizante. Recientemente, los avances en la radioterapia

guiada por imagen y la intensidad modulada se han convertido en las herramientas por



excelencia para los tratamientos implementados en la clinica. La radioterapia sin filtro de
aplanado (RT-FFF) es uno de estos avances que se ha comercializado recientemente de forma
mas general; ésta es una técnica que, entre otras cualidades, permite entregas de tratamiento con
tasas de dosis hasta 4 veces mas altas que las convencionales. Sin embargo, este cambio podria
cambiar la respuesta radiobiologica. Estos cambios pudieran modificar los efectos tempranos y
tardios observados en el tejido sano, por lo que se debe investigar a detalle los efectos
radiobiologicos de las nuevas tasas de dosis usando modelos animales (Favaudon et al., 2014;

Vozenin et al., 2019).

I.1. Justificacion.

El efecto de la tasa de dosis es un fendmeno conocido entre los profesionales de la
radiobiologia y radioterapia. En el caso de la radioterapia externa, los tratamientos de RT-FFF
pueden producir un efecto distinto al reportado para tasas de dosis convencionales debido al
aumento de tasa de dosis. Este efecto repercute en respuestas radiobioldgicas distintas por parte

del tejido sano, debido a los tiempos de reparacidn celular y de la respuesta inmunitaria.

Existen mdltiples efectos secundarios, adicionales al beneficio en el control tumoral, que
comprometen la calidad de vida (ya sea temporal o permanentemente) y que se presentan durante
0 después de los tratamientos de radioterapia. En general, para el caso de la irradiacion
holocraneal, se ha reportado una relacion entre el esquema de tratamiento administrado con la
disminucion de capacidades cognitivas. La inflamacion cronica tardia o también llamada
neuroinflamacion es una condicion que tiene la capacidad de acelerar la neurodegeneracion y
con ello causar una disminucion de capacidades cognitivas, afectando la calidad de vida de los

pacientes.



Cualquier cambio en un esquema de tratamiento, como lo es la modificacion de la tasa de
dosis, debe ser verificado con el fin de mostrar su calidad superior en lo que respecta a la
respuesta del tejido, o al menos, demostrar una equivalencia. La busqueda de esta verificacion
del tratamiento no sélo se enfoca en una respuesta del tejido tumoral en términos de su efecto
tumoricida, sino también una respuesta del tejido sano en conjunto con la respuesta inmune,

observada a través de sus efectos secundarios.

Entonces surge la pregunta acerca del aumento de la tasa de dosis experimentado cuando se
usan haces sin filtro de aplanado durante la entrega de un tratamiento holocraneal ;este cambio
es capaz de generar efectos secundarios distintos en comparacién con los tratamientos a la tasa
de dosis convencional? Esta interrogacion se aborda utilizando un modelo de rata y evaluando el

tratamiento sélo en el tejido sano de la parenquima cerebral irradiada.



Capitulo Il. Antecedentes.

I1.1. Fisica de la Radioterapia

La radioterapia es una disciplina que involucra las ciencias de la fisica y la biologia junto con
la medicina para utilizar las propiedades de la radiacion ionizante con fines terapéuticos,
principalmente contra el cancer. Esta disciplina parte de los principios fundamentales de la
biologia del cancer, la interaccion y el efecto de la radiacion con el tejido tumoral y el tejido
sano, asi como los principios fisicos de la radiacion ionizante con un enfoque terapeutico

(Halperin et al., 2018).

El objetivo principal de la radioterapia es entregar una dosis de radiacion prescrita de manera
precisa a un volumen definido con el minimo de dafio al tejido sano circundante. Se busca la
erradicacion del tumor, una mayor calidad de vida y/o una prolongacién de la esperanza de vida
a un costo razonable. La implementacion del tratamiento requiere de una planeacién y proceso
meticuloso en cuanto a su control de calidad y administracion para que los beneficios de este

tratamiento pueda ser alcanzado (Halperin et al., 2018; Khan et al., 2016).

11.1.1. El Acelerador Lineal

Uno de los dispositivos méas usados para la entrega de radiacion ionizante en la radioterapia es
el acelerador lineal o linac (por sus nombre en inglés) el cual permite la generacion de electrones
y fotones de alta energia para uso clinico. Los fotones producidos en el linac (rayos X)
pertenecen a la categoria de radiacion electromagnética ionizante, donde el término radiacion se
aplica a cualquier emisién y propagacion de energia que viaja a través del espacio en forma de

ondas electromagnéticas o particulas y tienen la capacidad de ionizar el medio. La produccion de



rayos X ocurre a través de dos mecanismos distintos: La generacion de rayos X caracteristicos y

los rayos X de frenado o Bremsstrahlung (Khan & Gibbons, 2014).

Los rayos X caracteristicos surgen después de que un electrén con energia cinética suficiente
interacciona (de forma electromagética) con los electrones que conforman el blanco. Debido a
esta interaccion, los electrones de los orbitales atomicos del medio reciben la energia suficiente
para ser liberados e ionizar el &tomo. La vacancia generada se restaura utilizando electrones de
capas posteriores, pero en el proceso de cambio de orbitales electronicos se emite energia en
forma de radiacion electromagnética. Se denominan rayos X caracteristicos porque la energia

irradiada es caracteristica del elemento que generd el proceso (Khan & Gibbons, 2014).

Por otro lado, los rayos X de frenado son fotones que resultan de “colisiones radiativas”
(interacciones electromagnéticas) entre electrones de alta velocidad y el campo eléctrico del
nucleo de los atomos que forman el medio. Al pasar cerca del nucleo, el electron cambia su
direccion original debido al campo eléctrico y pierde energia de acuerdo con la teoria general de
electromagnetismo. Debido a que un electrén puede sufrir el proceso de Bremsstrahlung con
pérdida parcial o total de su energia cinética dada por la probabillidad, el espectro de energia de
los fotones es continuo y alcanza un valor maximo igual a la energia cinética de los electrones.
La direccidn de emision de estos fotones depende de la energia del electrén. Para los electrones
con méas de 1 MeV la direccion de los fotones es preferencialmente en la misma direccion de los
electrones incidentes. Se buscan blancos de un espesor capaz de absorber la mayoria de los
electrones incidentes y emitiendo los fotones del lado opuesto al que inciden, llamados blancos
de transmisidn. La eficiencia de la conversion de energia cinética incidente en el blanco que se
transforma en rayos X de frenado varia del 35 al 95% para electrones de algunos MeV, mientras

que el resto lo hace en forma de calor (Attix, 2004; Khan & Gibbons, 2014).



El linac es un equipo que utiliza ondas electromagnéticas estacionarias de alta potencia en la
region de microondas, para acelerar particulas cargadas (especificamente electrones). Estos
vigjan a través de un tubo de aceleracidn, elevan su energia cinética y posteriormente se
convierte en fotones de rayos X de frenado usando un blanco de tungsteno. En el cabezal del
linac se encuentran el blanco de los electrones, el filtro de aplanado, la cAmara de ionizacion, el
colimador primario y secundario, asi como el sistema de luz (Figura 1l-1). El cabezal ademas
contiene un blindaje con la funcion de proteger de la radiacion ionizante generada del proceso y

que es emitida a direcciones no deseadas (Khan & Gibbons, 2014).

Haz de electrones

Blanco de rayos X

Colimador primario

haz de fotones no aplanado

Filtro de aplanado
Camaras de ionizacion
3 Colimador secundario

Cufas, soporte, etc.
Perfil aplanado

Paciente

Figura I1-1. Esquema general de la produccion de R-X de frenado en el cabezal de LINAC, imagen tomada y
modificada de (Khan & Gibbons, 2014)

Los fotones generados pasan por un colimador primario fijo colocado inmediatamente
después del blanco. El haz colimado se encuentra con el filtro de aplanado, que es un dispositivo
que tiene la funcion de hacer que la distribucion de la fluencia de los fotones de rayos X sea
uniforme en una seccion transversal al haz a una profundidad de referencia. EIl sistema de

monitoreo de dosis, como su nombre lo dice, tiene la funcion de registrar y controlar la tasa de



dosis, la dosis integral y la simetria del haz de fotones que pasa a traves de ella; éste
generalmente consiste en dos cdmaras de ionizacidon plano-paralelas selladas y con circuitos
independientes. Posteriormente, el haz aplanado es colimado por un conjunto de quijadas
movibles que entregan rectangulos generalmente desde 0x0 hasta 40x40 cm? proyectados en
isocentro. Adicionalmente los equipos modernos cuentan con un sistema de colimacion
multihojas MLC (por sus siglas en inglés). Este tipo de colimacion permite la entrega de haces

de intensidad modulada (Khan & Gibbons, 2014).

11.1.2 Radioterapia sin Filtro de Aplanado

Con la introduccion de la modalidad de Radioterapia de Intensidad Modulada IMRT (por sus
siglas en inglés), que consiste en una aplicacion modificada de la afluencia de radiacion a través
de la segmentacién del haz (también conocidos como beamlets) con el uso del colimador
multihojas y diferentes &ngulos de incidencia, resulta en un tratamiento con mayor conformidad
de la dosis en comparacion con las técnicas en 3D. Este tipo de tratamientos consisten en utilizar
el colimador multihojas MLC en combinacion con los algoritmos de calculo y optimizacion de la
planeacion de tratamientos, para modificar la intensidad del haz de radiacion dentro de cada haz
incidente. Esta combinacion resulta en subdividir el haz en pequefios segmentos y modulando
cada uno para lograr distribuciones de dosis absorbidas 6ptimas, mayor conformidad de la dosis
absorbida y obteniendo la misma homogeneidad dentro del volumen objetivo (ICRU, 2010). Esta
modalidad de tratamiento tiene como principal beneficio una disminucion la dosis recibida en
tejido sano circundante al volumen objetivo. Sin embargo, el uso de un perfil de de radiacién
modificado y modulado a través de segmentos pequefios, un haz con fluencia uniforme puede no

ser requerido (King et al., 2013; Xiao et al., 2015).



Como se menciond en la seccion anterior, el filtro de aplanado se coloca entre el colimador
primario y las cAmaras de ionizacion. Ademas de generar un perfil homogeéneo, el filtro reduce la
tasa de dosis y es de las principales fuentes de radiacion dispersa. Esta radiacion dispersa llega a
valores de hasta un 10% de la afluencia total dentro del campo de tratamiento sobre el paciente.
La modalidad de radioterapia sin filtro de aplanado RT-FFF (por sus siglas en inglés) surge
como propuesta de tratamiento y permite disminuir el tiempo de haz encendido al aumentar la
dosis entregada por pulso en el acelerador, también disminuye la radiacion dispersa generada y

entrega un haz de fotones mas estable (King et al., 2013; Sharma, 2011).

Muiltiples estudios se han enfocado en la descripcidén dosimétrica de los haces utilizados en
RT-FFF. Se ha demostrado un incremento substancial de la tasa de dosis de 2 a 4 veces mas en
comparacion con los tratamientos convencionales. Este aumento de la tasa de dosis lo presentan
a través de una simulacion los autores Parsai y colaboradores en la Figura 11-2. Existe también
una reduccion en la dispersion lateral con respecto a los tratamientos con filtro de aplanado, lo
que provee de un mayor control sobre los gradientes en las fronteras del blanco. Esta modalidad
de tratamiento presenta una modificacion del espectro de los fotones que provoca un
desplazamiento en el valor de profundidad de dosis maxima en agua alrededor de 2 mm hacia la
superficie. En conjunto, todas estas cualidades se traducen en una mayor conformacién espacial
de la dosis al eje central del haz y una interaccion menor con los componentes del cabezal, como
por ejemplo las quijadas. Este fendmeno se ve reflejado en una variacion del valor de radiacion
dispersa en el cabezal del 1.5% en comparacion con un valor de 8% para el haz aplanado, para

distintos tamarios de campo (Aoki et al., 2018; Parsai et al., 2007; Sharma, 2011).
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Figura 11-2. Comparacién entre perfiles de haz de fotones de 6 MV. Los datos fueron obtenidos a través de
simulaciones Monte Carlo para un equipo estandar. Los parametros fueron campo de 10 x 10 cm? en profundidad
dnax- AMbos perfiles estan normalizados al valor de dosis en el eje central para el haz convencional. Imagen tomada y
modificada de (Parsai et al., 2007).

Se han reportado multiples trabajos que buscan describir la implementacion clinica segura y
eficaz de los tratamientos RT-FFF usando modalidades IMRT y VMAT (Radioterapia de arco
volumétrico modulado). Ejemplos de estos trabajos se centran en su cualidad de reduccion de
tiempo y dosis periférica superficial. También muchos trabajos han enfocado sus esfuerzos en
evaluar la aplicacion de los tratamientos en parametros obtenidos a partir de los planes realizados
utilizando ambas modalidades. En estos trabajos, los parametros comparados entre ambos
tratamientos son la cobertura de PTV, el indice de conformidad y el indice de homogeneidad

(Bhushan et al., 2019; Georg et al., 2011; Stathakis et al., 2009).

Aoki y colaboradores evaluaron la respuesta clinica de los pacientes tratados con y sin filtro
de aplanado para tratamientos de cancer de pulmén. En sus conclusiones resaltan que no se
vieron reflejados beneficios directos del uso del haz sin filtro de aplanado en la respuesta clinica.
Por otro lado, Garcia-Hernandez y su grupo de trabajo analizaron la dosis superficial periférica
tras tratamientos con y sin filtro de aplanado; observaron diferencias en los valores al medir

cerca del borde del campo, pero a distancias intermedias los resultados no son claros. Ambos
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autores, asi como otros, destacan la importancia de verificacion de la informacion reportada a
través de metodologias méas robustas (Aoki et al., 2018; Garcia-Hernandez et al., 2020; Parsai et

al., 2007).

Tras comparar los planes obtenidos utilizando ambas modalidades, diversos autores, entre
ellos Bhushan y colaboradores, han discutido los resultados obtenidos tanto en cobertura como
distribucion de dosis en dérganos de riesgo. Concluyen que se obtienen valores semejantes con
base en la cobertura, conformidad y homogeneidad entre los haces convencionales y los haces
sin filtro de aplanado tanto en técnicas de IMRT como VMAT. Los planes han sido evaluados en
multiples regiones del cuerpo, desde tumores en la region pélvica como prostata y ginecoldgicos,

hasta tratamientos en crdneo (Bhushan et al., 2019).

Muchos autores resaltan que para un uso efectivo y eficiente del haz FFF, la tecnologia del
MLC necesita ser modificada. La intensidad del haz FFF disminuye abruptamente con la
distancia fuera del eje para grandes campos abiertos, lo que requiere la modulacion dependiente
de la distancia para administrar una dosis uniforme al tumor. Mientras se ejecuta la modulacion
del haz mediante MLC, se requieren unidades de monitor mas grandes que aumentan la fuga y
disminuyen la ventaja de usar el haz FFF. Este efecto es significativo en la IMRT dinamica, en
objetivos fuera del eje y objetivos de gran volumen. Diversos autores han coincidido en que el
potencial del aumento de la tasa de dosis en RT-FFF no puede ser explotado debido a la
limitacion de la velocidad del gantry y los elementos de colimacion (Georg et al., 2011,

Koivumaki et al., 2016; Sharma, 2011; Treutwein et al., 2020).

Ademas de las consecuencias en la planeacion sin filtro de aplanado antes mencionadas, la

complejidad de la implementacion incluye la necesidad de revisar los protocolos de dosimetria
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existentes para el haz FFF. La definicion convencional de penumbra no es aplicable al haz FFF
por lo que éste requiere una modificacion, entre otros conceptos. En resumen, aungue hay una
serie de ventajas de usar un haz FFF, especialmente para técnicas avanzadas de radioterapia,
existen algunas limitaciones y desafios que deben abordarse para establecer este haz como una

alternativa al haz usando filtro de aplanado (Sharma, 2011).

Se ha descrito los resultados de la puesta en servicio obtenidos con el sistema Varian
TrueBeam en modo FFF y el algoritmo analitico anisotrépico AAA. Sin embargo, en realidad se
sabe poco acerca de la precisién del suministro a estas altas tasas de dosis, particularmente para
planes de tratamiento complejos con movimiento simultaneo de apertura de MLC (Kalantzis et
al., 2012). Kalantzis y colaboradores realizaron un estudio de comparacion cuantitativa en la
administracién de dosis de Varian TrueBeam en modo RT-FFF para tasas de dosis bajas y altas
en tratamientos de alta dosis por fraccién y esquemas de dosis Unica utilizando haces de
intensidad modulada. En conclusion, parece que hay un error dosimétrico de ~ 0.3-0.4%
introducido por los tratamientos RT-FFF de alta tasa de dosis, asumiendo como estandar de oro
los resultados de las mediciones de la camara de ionizacion. No se encontraron discrepancias
adicionales dependientes de la tasa de dosis de la entrega de VMAT. Se espera que los efectos
bioldgicos y clinicos debido a las pequefias diferencias de dosis relativas entre las entregas de

alta y baja tasa de dosis sean minimos (Kalantzis et al., 2012).

11.1.3 Planeacion en Radioterapia

Varios de los puntos abordados en la seccion anterior respecto a la evaluacion del beneficio en
la RT-FFF requieren la introduccion de los pasos esenciales que se encuentran en radioterapia.
Para la imparticion correcta y precisa de los tratamientos con el linac, la Radioterapia cuenta con

el proceso de planeacion. La planeacion de tratamiento involucra la determinacion de los
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parametros éptimos que requiere el linac de acuerdo con el control y manejo de la enfermedad
del paciente. Estos parametros incluyen la delimitacion del volumen a tratar y el tejido sano
circundante (de acuerdo con guias internacionales), la dosis y demas informacion del esquema de
tratamiento, asi como la configuracion éptima del equipo empleado y sus caracteristicas
particulares de acuerdo con el equipo generador de radiacion con el que cuenta el centro, asi
como las caracteristicas especiales del paciente en cuestion. El producto final de este proceso es
el plan general de entrega de tratamiento que se seguird de forma precisa y meticulosa a lo largo

de los dias que se requieran (Khan et al., 2016).

El primer paso es la simulaciéon del tratamiento para el paciente; es el proceso del cual
depende y se basa la segmentacion de los volumenes y la planeacion de entrega de tratamiento.
Se compone del posicionamiento e inmovilizacion de forma reproducible del paciente. La
precision del tratamiento de radioterapia entregado es altamente influenciada por la calidad en el
proceso de simulacion. En la actualidad, el proceso de simulacidn consiste en los equipos mas
sofisticados de tomografia computada CT con imagenes de alta calidad, fusion de técnicas de
imagenes obtenidas por resonancia magnética nuclear o medicina nuclear y el empleo de
dispositivos de inmovilizacién adecuados (Khan et al., 2016). El siguiente paso en el proceso de
planeacion consiste en la determinacion de los volimenes de interés en el tratamiento. Estos
incluyen el volumen blanco de tratamiento, asi como los érganos de riesgo o estructuras criticas.
En los reportes de la Comision Internacional de Unidades y Medidas de Radiacion ICRU (por
sus siglas en inglés) a través de los reportes 50, 62 y 71, se describen los distintos volumenes
necesarios, asi como su determinacion de forma adecuada (ICRU, 1999). Las estructuras mas
importantes consisten en el volumen blanco de planeacion PTV y los 6rganos en riesgo OAR

(ambos por sus siglas en inglés). Las modalidades de imagen tienen un papel crucial en la
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localizacion y delimitacion de estas estructuras, tales como la imagenologia por resonancia
magnética MRI, tomografia por emision de foton Gnico SPECT y la tomografia por emision de
positrones PET. La fusion de estas imagenes con las obtenidas en CT proveen de una
segmentacion de volimenes de forma mas precisa respecto a la delimitacion unicamente usando
las iméagenes de CT, ya que indica la ubicacion del volumen tumoral debido a sus propiedades de
captacion y/o respuesta a la resonancia en comparacion con las del tejido sano (Khan et al.,

2016).

I1.1.3.A. Algoritmos de planeacion de tratamiento para haces de fotones

Después de la adquisicion de las imagenes y la segmentacion de las estructuras, se continua
con el proceso virtual de resolucion de calculos. Este proceso consiste principalmente en la
determinacion de las caracteristicas y los parametros de los haces que se emplearan en el
tratamiento, asi como los calculos de dosis. Las configuraciones del angulo de cabezal, angulo
del colimador secundario y los angulos de la mesa de tratamiento deben ser evaluadas para
alcanzar la cobertura de dosis en el PTV necesaria y disminuyendo en lo minimo posible la dosis
recibida en OARs. Los sistemas de planeacién mas recientes utilizan la planeacion inversa para
la optimizacién a partir de determinados valores de dosis-volumen en PTV y OAR (Khan et al.,

2016).

Los algoritmos de célculo de dosis empleados se pueden clasificar en dos categorias:
empiricos y basados en modelos. Los primeros partian de la descripcion de haces a través de las
mediciones realizadas en maniqui de agua y empleando distintos modificadores del haz, como
son las cufias. Con el surgimiento de la radioterapia conformal en 3 dimensiones 3D-CRT, los
calculos de dosis utilizan la informacion contenida en las imagenes de CT a traves de la densidad

electronica del medio. Esto permite que la mayoria de los equipos de planeacion utilicen
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algoritmos de célculo basados en modelos. Entre los modelos propuestos y comercialmente mas
usados se encuentran los calculos basados en Monte Carlo y los modelos basados en la ecuacion

lineal de transporte de Boltzmann (Khan et al., 2016).

En los modelos computacionales para los célculos de dosis se tienen distintas formas de
abordar la determinacion de la dosis de radiacion recibida por haz primario, por dispersion en
cabezal, dispersion dentro del paciente, asi como todas las propiedades con las que cuenta el
paciente como las heterogeneidades. La técnica de Monte Carlo consiste en el uso de
distribuciones de probabilidad bien establecidos que gobiernan la interaccion de los fotones y
electrones con la materia para simular su transporte. EI proceso que va desde la generacion de la
radiacién hasta su interaccion con el paciente es dividido en distintas fases, y cada una de éstas
genera archivos en el espacio-fase para facilitar los calculos y modificaciones posteriores (Khan

etal., 2016).

Por otro lado, diversos autores han implementado una solucion numérica de la ecuacion de
transporte de Boltzmann y ha sido comercializado como el algoritmo ACUROS XB® (Varian
Medical Systems, Inc., Palo Alto, CA, USA), ofreciendo una buena distribucion de dosis en
tiempos reducidos en comparacion con los algoritmos Monte Carlo. La ecuacién puede
resolverse de forma numérica discretizando el fendmeno de forma espacial, angular y con
coordenadas de energia. Este algoritmo es uno de los que se emplea comercialmente en el
sistema de planeacion Eclipse de Varian Medical Systems. Cada uno de estos algoritmos de
calculo deben plantearse las modificaciones necesarias para incluir los haces sin filtro de

aplanado RT-FFF (Khan et al., 2016).
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11.1.4. Evaluacion de Plan de Tratamiento

Una vez obtenidos los calculos de dosis en el tejido, se continda con la evaluacion del plan de
tratamiento. La precision requerida en la imparticion de estas técnicas empleadas ha aumentado
el uso de iméagenes de verificacion durante los tratamientos de radioterapia. Estos desarrollos han
estimulado sofisticados sistemas de planeacion de tratamiento que proporcionan informacion
relevante en la evaluacion de la extension del tumor, la definicion del volumen objetivo, la
delineacion de tejidos normales y evaluacion critica del plan de tratamiento, entre muchos otros
beneficios. ElI conocimiento de las relaciones entre distribuciones de dosis, variables médicas
(particular de cada paciente y sus tratamientos previos) y estudio de las complicaciones en el
tejido sano irradiado continta creciendo, asi como la documentacion y seguimiento de los

pacientes, lo que permite un analisis mas completo (Halperin et al., 2018; Khan et al., 2016).

La revision de las curvas de isodosis sobre el CT del paciente es la herramienta de principal
para la evaluacion de los tratamientos de radioterapia. Un método cuantitativo para calificar la
planificacién del tratamiento es crucial para administrar una dosis 6ptima al tumor con la mayor
proteccion de tejidos normales. Este tipo de valores cuantitativos incluyen parametros fisicos
como la dosis maxima Dy, dosis promedio Dy, , entre otros (Halperin et al., 2018; Khan et
al., 2016). Los histogramas dosis volumen o DVH proporcionan un resumen completo de toda la
matriz de dosis 3D, que muestra la cantidad de volumen objetivo o estructura critica que recibe
mas de un nivel de dosis especificado. Debido a que un DVH no proporciona informacion de
dosis espacial, no puede reemplazar los otros métodos de visualizacion de dosis; solo puede
complementarlos (Halperin et al., 2018). Recientemente, han cobrado importancia los “modelos
bioldgicos” para representar la probabilidad de dafio bajo determinada condicion. Sin embargo,

contintan en evolucion debido al mejoramiento en las técnicas estadisticas empleadas. Entre
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estos modelos bioldgicos se encuentran los modelos TCP y NTCP que se explicaran brevemente

en la seccion 11.2.1. (Khan et al., 2016; King et al., 2017).

Es importante resaltar que la informacion clinica relacionada a la aplicacion de las técnicas de
radioterapia, asi como los beneficios y posibles complicaciones debido al tratamiento debe estar
en continua actualizacién, construyendo guias de buena practica basadas en evidencias. Las
evidencias se van construyendo con investigaciones como la que se presentara en este trabajo,
aportando pequefias piezas de un gran rompecabezas que es la practica. Actualmente las
referencias se enfocan en esquemas de tratamiento convencionales, por lo que existe muchas
areas de revision como los esquemas hipofraccionados, la radioterapia pediatrica, entre otros.
También es importante resaltar la evaluacion de las técnicas més avanzadas en la entrega de
tratamiento y la medicina personalizada (Khan et al., 2016). Entre estas técnicas avanzadas del
tratamiento se debe incluir la RT-FFF, sus efectos sobre tejido tumoral y sobre tejido sano. La
evaluacion de todos estos parametros debe incluir estudios radiobioldgicos, que se explicarén a

profundidad en la seccion siguiente.

11.2.Efectos Bioldgicos de la Radioterapia

La radiobiologia es fundamental en la implementacion de la radioterapia, ya que provee las
bases conceptuales a partir del estudio y experimentacion, identificando los mecanismos y
procesos de respuesta del tejido tumoral y tejido sano como lo son la hipoxia, la reoxigenacién y
los mecanismos de reparacion celular. Dicho conocimiento ha resultado en nuevas estrategias de

tratamiento y en los protocolos usados en el area clinica (Joiner & van der Kogel, 2009).

Cuando la radiacion se absorbe en un medio biologico, las ionizaciones generadas se localizan

a lo largo de la trayectoria de las particulas cargadas, dependiente del tipo de radiacion que las
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gener0. La radiacion se expresa en terminos de la dosis absorbida, como se menciond
anteriormente, pero el mismo valor de dosis absorbida no significa el mismo dafio bioldgico
generado, dependiente del tipo de radiacion ionizante involucrada. Para abordar este efecto, se
define el valor de Efectividad Relativa Radiobioldgica (RBE por sus siglas en inglés). El valor se
define como la relacion entre la dosis absorbida de rayos X con respecto a la dosis absorbida de
un tipo de radiacion conocido que genera el mismo dafio biologico (Hall & Giaccia, 2006;

Steenken et al., 2015).

Por otro lado, la irradiacién de cualquier sistema bioldgico genera una sucesion de procesos
que difieren enormemente en la escala temporal en que suceden. Un esquema de la gran
diferencia en el tiempo en que se manifiestan diversos efectos se muestra en la Figura I1-3. La
fase fisica consiste en la interaccion de la radiacion ionizante y particulas cargadas con los
atomos que componen el organismo. La fase quimica describe el periodo en que los atomos
afectados de las moléculas reaccionan con otros componentes de la célula a través de reacciones

quimicas rapidas (Joiner & van der Kogel, 2009).
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Figura 11-3. Escala temporal de los efectos de la radiacion ionizante en un sistema biolégico, imagen tomada y
modificada de (Joiner & van der Kogel, 2009)
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La fase biologica abarca todos los procesos siguientes, incluyendo reacciones enzimaticas en
los componentes dafiados o la muerte celular cuando el proceso de reparacion no es efectivo. Sus
consecuencias se pueden observar desde horas o hasta meses después de la exposicion a la
radiacion ionizante. El efecto de la radiacion ionizante puede causar un amplio rango de lesiones,
principalmente en el ADN como la ruptura de una de sus cadenas (monocatenaria), la ruptura en
las dos cadenas (bicatenario) o dafio a las bases que conforman esta molécula (Wondergem,

2010).

En principio, la radioterapia se basa en los procesos que forman parte de las respuestas del
sistema bioldgico que cominmente se conocen como las 4 R's: reparacion, reoxigenacion,
repoblacion, asi como la redistribucién. En la radioterapia externa convencional, los estudios se
realizan considerando una tasa de dosis entre 1 a 5 Gy min~! y dosis de 2 Gy, por lo que esta
escala de tiempo abarca la fase quimica y primeras reacciones bioquimicas principalmente. Los
procesos bioldgicos se incluyen con la reparacion y la reoxigenacion de las células, sin dar
oportunidad a otros procesos como la repoblacion o redistribucion dentro del tiempo de

irradiacion.

El efecto del oxigeno es una caracteristica importante de la radiobiologia del tejido tumoral y
tejido sano. Las células sin oxigeno son relativamente resistentes a la radiacion, requiriendo
hasta tres veces mayor dosis para generar el mismo efecto que las células bien oxigenadas. Se ha
demostrado que existe un fenémeno de conservacion de la razén de células hipoxicas dentro del
tejido. Al eliminar células bien oxigenadas, ocurre una disminucion de las células hipdxicas por

el efecto que se conoce como reoxigenacion (Khan et al., 2016).
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Otros de los fendmenos presentes son la repoblacion y la redistribucion. La repoblacién se
basa en el proceso de division celular que existe en tejido sano y tumoral, teniendo este ultimo
una velocidad de division mayor. En los tratamientos de radioterapia se considera este efecto
cuando se busca el equilibrio entre evitar los efectos del tejido sano de respuesta temprana y
tener una menor divisién de células tumorales. Dentro de las etapas de division celular se
encuentra el fendmeno de redistribucion, ya que las células en fase de mitosis M son mas
sensibles a los dafios por radiacion, mientras que en fase de sintesis S tardia se vuelven mas
resistentes. Después de la primera sesion de irradiacion, las células alcanzan una sincronizacion
en las fases del ciclo celular, lo que permitiria que la siguiente irradiacion fuera en una fase
radiosensible. Aunque conocer los intervalos entre las fases ayudaria a entregar tratamientos mas

eficientes, alin no es algo que se pueda aplicar en el area clinica (Khan et al., 2016).

El aumento del conocimiento de los fendmenos radiobiol6gicos que ocurren y el tipo de tejido
irradiado ha permitido que en el &rea clinica aproveche la mejor combinacion de modos de
tratamiento. Es un hecho bien establecido que multiples dosis de radiacién administradas durante
un periodo de unas pocas semanas dan una mejor respuesta curativa en comparacion con un sola
irradiacion; donde esta caracteristica de entregar la dosis en multiples sesiones se llama esquema
de fraccionamiento. Las relaciones entre la dosis por fraccién con el efecto biolégico de una
dosis Unica para los tejidos de respuesta tardia, los tejidos de respuesta temprana y los tumores
proporcionan la informacion basica necesaria para optimizar la radioterapia de acuerdo con los
parametros fisicos de dosis por fraccion, el nimero de fracciones y pardmetros biolégicos como

el tipo de tumor, el sitio anatdmico entre otros (Joiner & van der Kogel, 2019; Khan et al., 2016).

Otro de los parametros fisicos que influye es el tiempo en el que se entrega la dosis, descrito a

través de un valor denominado tasa de dosis. Un efecto que se relacio con la tasa de dosis es bien
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conocido desde la década de los 90. El trabajo de Hall y colaboradores describen un cambio en el
efecto bioldgico que tiene el mismo valor de dosis recibida, cambiando la tasa de dosis
empleada. Este fendmeno entonces se refiere a que aumentar el tiempo en el que se entrega la
dosis tiene menor efecto bioldgico principalmente por los mecanismos de reparacion celular de
dafo subletal (Hall & Brenner, 1991; Hall & Giaccia, 2006). La influencia de este mecanismo
ocurre entre las tasas de dosis de 0.01 y 1 Gy min~1. Por arriba o por debajo de este rango, el
cambio de la sobrevida celular no se ve afectado por este fendmeno. La Figura 11-4 representa los
cambios experimentados debido a la tasa de dosis, conforme la tasas dosis se reduce, la curva se
vuelve una funcién exponencial. Se ha reportado que debajo de 1 Gy min~! el efecto de la
reparacion celular cobra importancia, modificando la curva y volviendo la dosis menos efectiva.
Cuando la dosis disminuye aun mas, el efecto de redistribucion en el ciclo celular provoca que la
dosis vuelva a aumentar su efecto bioldgico. Tasas de dosis menores que o iguales a la tasa de

proliferacion celular disminuyen la eficiencia bioldgica drasticamente (Hall & Giaccia, 2006)
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Figura 11-4. Esquema del cambio de la sobrevida celular debido a los cambios en la tasa de dosis en experimentos in-
vitro. La imagen de la izquierda representa las funciones exponenciales y su cambio entre tasas de dosis arriba de 1 Gy
min con respecto al cambio que tendria si la tasa de dosis es mucho menor del rango critico. La imagen de la derecha
representa los mecanismos celulares que provocan el cambio en las curvas de sobrevida. Imagenes tomadas y modificadas
de la referencia (Hall & Giaccia, 2006)
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11.2.1. Modelos de respuesta Radiobioldgica

La planeacion y tratamientos en radioterapia han evolucionado con el tiempo hacia técnicas
optimizadas. Para alcanzar los objetivos de la radioterapia, el conocimiento preciso de las dosis
tumoricidas y las tolerancias de varios tejidos sanos es la herramienta necesaria y Util. EI desfio
de los profesionales de la clinica es realizar tratamientos con un riesgo-beneficio positivo,
optimizando simultaneamente el beneficio terapeutico junto con la calidad de vida, por lo que es
importante conocer los factores particulares de cada paciente para realizar este balance.
Desafortunadamente después de varias décadas de practica, el conocimiento actual de algunos de
estos valores proviene de la era previa a las técnicas de tratamiento por imagen, por lo que no
estd claro que las consideraciones con resultados obtenidos hace mas de 20 afios se puedan
aplicar a la era actual de los tratamientos (Constine et al., 2019; Emami et al., 1991; Zeng et al.,

2020).

Desde el inicio los planes de tratamiento se han realizado y evaluado usando valores tales
como la dosis méxima y uniformidad para tejido tumoral y limites de dosis para el tejido normal,
como se describid en la seccion 11.1.4. En la actualidad las deficiencias en el area de tratamiento
con radioterapia provienen principalmente del inadecuado conocimiento de la informacion
bioldgica y clinica necesaria para el disefio del tratamiento 6ptimo (Ling & Li, 2005). Incluso
con la tecnologia moderna y los desarrollos actuales, el conocimiento de las tolerancias para
irradiacion en condiciones particulares como en volimenes parciales de tejido sano no es
conocido y a veces solamente es estimado por los médicos oncologos (Constine et al., 2019;

Emami et al., 1991).

Como se describid en la seccidn 11.1.4. ademas de mostrar graficamente las distribuciones de

dosis y los histogramas dosis-volumen, se han concentrado muchos esfuerzos para desarrollar
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valores cuantitativos para la evaluacion de planes, entre estos se encuentran los modelos de
probabilidad de complicaciones de tejido sano NTCP por sus siglas en inglés (Yorke et al.,
1993). De acuerdo con los autores de la publicacion del AAPM Point/Counterpoint del 2005
(Ling & Li, 2005), los fisicos médicos en radioterapia deben comenzar por entender aspectos
bioldgicos del tejido sano y tumoral. Esto tiene como fin comprender las deficiencias de los
tratamientos basados en dosis con respecto a los beneficios y debilidades de las propuestas de
evaluacion usando fundamentos bioldgicos. Finalmente, ambos autores coinciden con los
beneficios a futuro que se obtendran al implementar modelos bioldgicos, por lo que es necesario

el desarrollo de dichos métodos para dirigir y apresurar la implementacion de dichas técnicas.

La diversidad de los érganos existentes, la variedad en las complicaciones para cada 6rgano y
las posibles combinaciones de pardmetros terapéuticos en radioterapia como el fraccionamiento,
el estatus fisiologico de dichos dérganos al inicio del tratamiento, la edad y la enfermedad por la
que pasa el paciente son algunos de los factores que hacen el tratamiento y elaboracion de
modelos biol6gicos se vuelva tarea complicada. Usando como ejemplo el sistema nervioso
central, se ha reportado que el cerebro tiene un riesgo de 5% de radio necrosis después de una
dosis de 60 Gy en una tercera parte del volumen total. Estos valores varian considerablemente
debido a la localizacién del volumen irradiado, entre todas las consideraciones mencionadas
anteriormente. Méas detalles de los efectos de la radiacion en el cerebro seran abordados en

secciones posteriores (Khan et al., 2016).

El avance en el entendimiento de los mecanismos permite desarrollar e implementar
ecuaciones y modelos que describan la dosis-respuesta incluso para una irradiacion parcial de
6rganos. Aln con todos los esfuerzos realizados, es importante resaltar que el efecto en el tejido

es altamente complejo y de naturaleza multifactorial, por lo que muchas preguntas siguen
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pendientes de respuesta (Khan et al., 2016; Yorke et al., 1993). Muchos trabajos acerca la RT-
FFF buscan abordar condiciones particulares con el fin de aportar valores de referencia o
comparaciones con los valores obtenidos con la radioterapia convencional. Estos trabajos tienen
un fundamento biolégico que sera abordado de manera mas profunda en la seccion 11.4.2. A
continuacion se describen los modelos bioldgicos encontrados en la radioterapia y que son
fundamentales para el fisico médico que desempefia en el area clinica, asi como los enfocados en

investigacion de radiobiologia.

I1.2.1.A. El modelo lineal cuadratico

El modelo radiobiol6gico méas conocido en el area clinica es el Modelo Lineal Cuadratico LQ
(por sus siglas en inglés). Este modelo surgié hace mas de 50 afios y ha sido considerado el
modelo preferido tanto en la radiobiologia experimental como en el uso clinico. Fue desarrollado
con observaciones experimentales para relacionar el dafio que sufre el ADN y el parametro fisico
de dosis absorbida D; incluye dos distintos tipos de efectos: los irreparables a través de un
término a que es independiente del fraccionamiento y la tasa de dosis, y un término 8 que se
refiere al dafio reparable y que si depende de la tasa de dosis y del nimero de sesiones del
tratamiento. EI modelo parte de la probabilidad del dafio irreparable debido principalmente a un
dafio en ambas cadenas del ADN; como el dafio irreparable tiene una probabilidad
extremadamente baja de ocurrir, el modelo se rige por una distribucion de probabilidad de

Poisson (Joiner & van der Kogel, 2019; McMahon, 2019).

La expresion mas comun del modelo LQ describe la probabilidad de sobrevida celular tras
una irradiacién con valor de dosis Unica D. La fraccion de sobrevida celular S se puede describir

entonces mediante la ecuacion siguiente
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S(D) = e—aD—BD?
Ecuacion 1
Donde a y B son parametros particulares de cada tipo de célula y que se utilizan para
describir su radiosensiblidad. Un valor importante que surge de la Ecuacion 1 es cuando se tiene

d= “/ﬁ. El valor d describe un valor de dosis (expresado en Gy) en la cual la contribucién del

pardmetro dependiente de D de forma lineal a y el parametro dependiente de forma cuadratica
es idéntica. Este valor describe la forma que toma la curva de sobrevida en términos de la dosis
absorbida, donde la fraccidn de sobrevida se presenta en escala logaritmica. Cuanto mayor valor

“/B la contribucion del término a es mayor, en caso contrario el valor # cobra mayor relevancia.

Un ejemplo de estos valores se puede observar entre el tejido sano de respuesta tardia y el tejido

tumoral, ya que de manera general el primero tiene valores bajos “/ﬁ ~3 Gy mientras que para
el tejido tumoral “/ﬁ ~10 Gy. Es importante reconocer que estos valores provienen de multiples
estudios en animales y el valor no es constante, por lo que debe ser considerado para los casos

especificos del tejido a analizar (Joiner & van der Kogel, 2019).

En la préactica clinica, los esquemas de tratamiento son muy diversos, por lo que se busco
determinar modelos que relacionen la dosis recibida por fraccion con el efecto bioldgico que
genera. Con base en modelo LQ y la Ecuacion 1 se puede calcular la Dosis Bioldgicamente

Efectiva BEDa/ﬁa distintas dosis por fraccién d y nimero de fracciones n a través de la siguiente

ecuacion.
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a

BEDa/ﬁ:nxdx 1+ 5

Ecuacion 2

Los tratamientos cuyo valor BED sea igual obtendran los mismos resultados bioldgicos. El

valor de “/ﬁ son especificos para cada tipo de tejido. La Ecuacion 2 asume que no existe

reparacion en el tiempo de entrega de la fraccion n, mientras que en el tiempo entre fracciones la
reparacion es completa. Para tratamientos de irradiacion mas complejos se debe emplear
ecuaciones para el valor BED con méas términos (Chang et al., 2014; Joiner & van der Kogel,
2009; Khan et al., 2016). Es comun ademas utilizar la Ecuacion 2 para comparar tratamientos
con distinta dosis por fraccién, donde todos los esquemas a comparar se llevan a un mismo
fraccionamiento que se ha adoptado como convencional que consiste en administrar 2 Gy por
fraccion. Al llevar planes de tratamiento con mayor o menor dosis por fraccion (esquemas que se
conocen como hipo e hiperfraccionados, respectivamente), a su equivalente bioldgica si es que
recibiera dosis de 2 Gy por fraccion, el valor obtenido se conoce como EQD2. Este valor
presenta la ventaja que es el esquema mas comunmente utilizado, por lo que es una buena

referencia para el profesional clinico (Joiner & van der Kogel, 2019)

Es importante resaltar que el modelo LQ asi como la Ecuacion 2 representan una
aproximacion. Estas propuestas simplifican un fendbmeno complejo y que requiere una revision

continua de valores como la razon “/ﬁ, por lo que existe un limite de confiabilidad para su

aplicacion. Aun con esto, el modelo se puede aplicar en la clinica teniendo un adecuado sistema
de seguimiento y reporte de los cambios experimentados en respuesta temprana de tejido sano y

control tumoral (Khan et al., 2016).
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I1.2.1.B. Modelos NTCP

En las técnicas actuales de evaluacion de planes de tratamiento se han desarrollado métodos
mediante los cuales la informacion bioldgica puede incorporarse para su consideracion. Estos
modelos matematicos buscan predecir la probabilidad de complicacién de tejido normal o NTCP
y de probabilidad de control tumoral o TCP (ambos por sus siglas en inglés). Sin embargo, su
proposito se ha enfocado principalmente en la investigacion. Si bien los resultados cuantitativos
proporcionados por los modelos tienen incertidumbres muy grandes y, por lo tanto, no
predeciran ninguna de las cantidades con gran precision, son Utiles en términos de la
optimizacion y evaluacion de planes. Los modelos biolégicos son esenciales para avanzar en un
tratamiento paciente-especifico (Joiner & van der Kogel, 2019). En general, el objetivo de los
modelos NTCP es predecir la probabilidad de sufrir una complicacion dada como funcion de la
dosis (o mejor aun del valor BED). En estos modelos se buscan afiadir caracteristicas particulares

como comorbilidades y tratamientos adyuvantes como quimioterapia (Khan et al., 2016).

Con todos estos modelos descritos, la informacion necesaria para la evaluacion clinica ain se
encuentra dispersa debido a que muchas veces la descripcion sobre la distribucion de dosis
utilizada para determinar dicho modelo esta incompleta en las referencias de complicaciones
encontradas (Khan et al., 2016). Sin embargo y aunque la evaluacion de complicaciones
paciente-especifico aln estd en crecimiento, el objetivo en las planeaciones y posteriores
evaluaciones es entregar tratamientos que continuamente implementen mejoras en la calidad
basada en referencias de alto grado de confianza, donde los modelos NTCP sin duda jugaran un

papel fundamental (Khan et al., 2016).
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11.3.La Radioterapia en el Sistema Nervioso Central

La radioterapia en el sistema nervioso central SNC es uno de los tratamientos méas comunes
para tumores cerebrales primarios, metastasis en encéfalo, asi como casos de malformaciones
arteriovenosas (Ballesteros-Zebadua et al., 2013; Wong et al., 2019). Como consecuencia de la
radiacion ionizante, se experimenta un dafio cerebral radio inducido RIBI (radiation-induced
brain injury). Este tipo de dafio se caracteriza por necrosis multifocal de materia blanca,

neuroinflamacién con microglia reactiva, entre otros (Cramer et al., 2019).

I1.3.1.A.Irradiacion Holocraneal.

La irradiacion holocraneal, irradiacion de encéfalo completo o por sus siglas en inglés WBRT
(whole-brain radiotherapy) es una modalidad de tratamiento agresiva que es utilizada de manera
frecuente en casos como lesiones primarias en cerebro, lesiones primarias en otro drgano con
metastasis en cerebro, asi como otras patologias distintas al cancer. El régimen mas utilizado
consiste en un hipofraccionamiento de 30 Gy en 10 sesiones (3 Gy por fraccién) (Ballesteros-

Zebadua et al., 2013; Rades et al., 2010, 2011).

La delimitacion de los volumentes de tratamiento se realiza con base en los conceptos
introducidos en los reportes 62 y 83 del ICRU (ICRU, 1999, 2010). El volumen de tumor o GTV
(gross tumor volume) representa el volumen de la enfermedad identificable a través de las
técnicas de imagen como las imégenes de CT o IRM. El volumen clinico blanco o CTV (clinical
target volume) es el volumen en el que se incluye la extension subclinica del tumor de forma
microscopica. En el caso de las enferemedades en el cerebro, este volumen se limita hacia dentro
del craneo. EI PTV descrito anteriormente en la seccién 11.1.3 incluye el CTV mas el margen
relacionado a la variacion de tamafio y posicién de éste mismo en relacién con los puntos de

referencia. En los casos de irradiacion del sistema nervioso central no suele ser un gran
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componente debido a la poca variabilidad anatomica de los volumenes. Otro componente que se
incluye en la seleccion de los margenes del PTV es la incertidumbre del posicionamiento del
paciente, que se mantiene entre 3 y 5 mm al utilizar los dispositivos de inmovilizacion optimos,
como las mascaras termoplasticas. En la irradiacion holocraneal el volumen blanco PTV es la
paréenquima cerebral completa, con limite inferior hasta C2 y hasta la region posterior de la

retina. Dependiendo del caso clinico puede o no incluir las meninges (Khan et al., 2016).

Los 6rganos en riesgo OARs en la irradiacion del sistema nervioso central, al igual que en
muchos otro sitios de irradiacion, influencia de forma significativa la estrategia de planeacion del
tratamiento de radioterapia. El tallo cerebral y la médula espinal son dos de los 6rganos en riesgo
mas importantes debido a las consecuencias devastadoras que pueden ocurrir cuando se llega a
superar la tolerancia reportada. Los valores de dosis toleradas en el tejido sano del cerebro y

otros 6rganos han sido reportadas en multiples referencias, recopiladas en la Tabla I1-1

Tabla I1-1. Tolerancia de tejido sano para los 6rganos en riesgo intracraneales. Valores reportados por QUANTEC y
tomados de la referencia (Khan et al., 2016). Los valores D,y Y Dprom S€ refieren a la dosis maxima recibida y la dosis
promedio, respectivamente. La unidad cc significa centimetros cubicos y es una unidad de volumen.

) Fraccionamiento convencional Hipofraccionamiento
Organo
(2 Gy por fraccidn) (1 fraccion)
Cerebro Diax < 72 Gy Dimax < 12Gyen10cc
Dy <59 Gy
Tallo Cerebral Dipax <125 Gy
100% vol <54 Gy

Cdcleas Dprom < 35 Gy Dipax < 14 Gy

Nervios épticos /
Doy <55 Gy Diax <8 Gy
Quiasma
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Medula Espinal Dinax <50 Gy Diax <13 Gy

Laringe Dprom <45 Gy Dprom < 13.5 Gy

WBRT ha sido probada como un tratamiento que presenta mejoras en los sintomas
neuroldgicos y funcionales con minima mortalidad. Diversos estudios concluyen que los
tratamientos holocraneales aumenta la media de sobrevida hasta en seis meses, en comparacion
con un mes para aquellos pacientes de metastasis cerebral sintomaticos sin tratamiento. La tasa
de respuesta va desde un 65% hasta 85% dependiendo del avance de las enfermedades,
conservando las funciones neuroldgicas sin afectacién hasta nueve meses después del
tratamiento. Ademas de la sobrevida y el periodo libre de progresion intracraneal, el seguimiento
que se le da a los pacientes incluyen la revision de la calidad de vida, las funciones neuroldgicas
y cognitivas y los efectos adversos tipicos de la radioterapia (Tsao et al., 2018). Las nuevas
modalidades de imagen como las distintas secuencias de IRM o las imagenes PET permiten que
los tratamientos sean mas focalizados, sin embargo en algunos casos el WBRT sigue siendo el
estandar, como los casos de leucemia aguda, metastasis cerebrales y diagnosticos que requieran

de irradiacion craneoespinal (Khan et al., 2016).

Nuevos esquemas y técnicas de radioterapia para el tratamiento de cancer y metastasis
cerebral han sido desarrolladas, entre las que se pueden mencionar la radiocirugia estereotactica
y la irradiacion holocraneal con proteccion a hipocampos. Estas nuevas técnicas deben ser
consideradas de acuerdo con la expectativa de sobrevida del paciente; en general los casos con
prondstico de sobrevida mas prolongado deben tratarse con los procedimientos que mejor
controlen y mejoren su condicion con el minimo riesgo de efectos tardios (Rades et al., 2018).

Entre los trabajos que se han presentado respecto a estas nuevas practicas se encuentran las
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referencias tales como el RTOG 0933 (Mehta & Gondi, 2012) y NRG CC003 (Gondi et al.,
2019) que incluyen mejoras a los protocolos tradicionalmente usados: aumentar el beneficio que

experimentan con mayor preservacion cognitiva (Khan et al., 2016).

I1.3.1.B.Efectos de la Radiacion Ionizante en el cerebro.

Aln tras el seguimiento del disefio optimo de los tratamientos de radioterapia y altos
estdndares de calidad en planeacion y en la aplicacion descrita en los capitulos anteriores
(secciones 11.1.3 y I1.1.4. , el tejido sano se ve necesariamente afectado por el tratamiento debido
a multiples razones, entre ellas el trayecto de los haces de radiacion a través del cuerpo,
vascularidades en el volumen del tumor e infiltraciones microscépicas de células malignas en
estructuras sanas (Joiner & van der Kogel, 2009; Wondergem, 2010). Es entonces que la
optimizacion de los tratamientos de radioterapia esta asociada con la manifestacion de los efectos
secundarios, entre los cuales no se consideran aquellos que son consecuencias de una aplicacion
incorrecta del tratamiento. Las consecuencias de la radioterapia se pueden clasificar de muchas
formas distintas, entre ellas se encuentra el tiempo en que ocurren estos signos de dafio al tejido.
Los efectos tempranos se observan en un periodo corto después de la irradiacion, mientras que
los efectos tardios o cronicos se manifiesta al cabo de meses o incluso afios despuées del
tratamiento; los efectos tardios experimentados no desaparecen de forma completa,

permaneciendo como secuelas que afectan la calidad de vida (Chang et al., 2014).

Algunos autores incluyen una tercera clasificacion conocida como efectos tempranos tardios o
tempranos retrasados (early-delayed) que van de 1 hasta 6 meses después de la irradiacion y en
general son reversibles. En esta Gltima clasificacion se encuentra, para el caso de irradiacion de
parenquima cerebral, la pérdida de la mielina de las fibras nerviosas. Este tipo de dafio implica el

mal funcionamiento del sistema nervioso central debido al papel que desempefia en la
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conduccion de los impulsos nerviosos, condicion patoldgica que se denomina desmielinizacion

transitoria (Ballesteros-Zebadua et al., 2013; Cramer et al., 2019; Lumniczky et al., 2017).

Los sintomas tempranos estan basados en la incapacidad de las células de duplicarse debido a
la muerte celular por la radiacion, disminuyendo gradualmente su ndmero total. Los efectos
tardios se pueden presentar en todos los 6rganos que reciben alguna porcion de la dosis prescrita
y regularmente se ven acompafados por el sistema inmune y por lo tanto se considera una
respuesta compleja y multifacética (Joiner & van der Kogel, 2009). Tras una irradiacion en el
encéfalo, los efectos tempranos incluyen dolor de cabeza, nduseas y vomito debido al aumento
de la presion intracraneal. Para los efectos tempranos tardios se menciona somnolencia extrema,
fatiga y deterioros cognitivos. Este proceso es regularmente acompafiado de cambios
inflamatorios ya sea inducidos por la radiacion o por las sefiales y el cambio de composicion que
sufre el entorno. Los efectos tardios son generalmente progresivos e irreversibles, y entre ellos se
encuentra la radio-necrosis, anormalidades en la materia blanca y déficit neurocognitivos severos

(Balentova & Adamkov, 2015; Lumniczky et al., 2017).

La inflamacion mencionada, asi como su consecuente reaccion inmune, son mecanismos
protectores del cuerpo en el cual los patdgenos extrafios y las células dafiadas son eliminados
para asi restaurar el equilibrio homeostatico. Aunque para el caso de la radiacion, el dafio al
sistema nervioso central ha sido bien descrito en términos de criterios histoldgicos y funcionales,

queda pendiente mucho por describir en la parte de radiobiologia, bioquimica y celular.

Entre las hipdtesis que describen el dafio al sistema nervioso central se encuentra la hipotesis
vascular y la hipotesis glial. Como consecuencia del dafio generado por la RI sobre el sistema

vascular, cambios en el espesor de los vasos, dilatacion y amento de la permeabilidad ha sido
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reportada. La necrosis en la materia blanca se ha correlacionado con la aparicion de
anormalidades vasculares (Tofilon & Fike, 2000). Otro objetivo del dafio al SNC radioinducido
son los oligodendrocitos y las células progenitoras a éstas, afectando su ciclo normal de
sustitucion. Se sabe que la irradiacion del tejido cerebral activa la microglia y causa su
infiltracion al cerebro, produciendo especies reactivas de oxigeno ROS que contintan activando
microglia. Sin embargo, ninguna de estas hipétesis es suficiente por si solas para describir el
fendmeno de dafio al SNC por radiacion (Lumniczky et al., 2017; Tofilon & Fike, 2000). El dafio
de la sustancia blanca, como producto de los mecanismos descritos, es una de las hipotesis que se
aceptan como antecedente para la disminucién de funciones cognitivas generada por RT

(Pearlstein et al., 2006).

Ademas de la microglia, las células dendriticas son indispensables para la proteccion del
SNC. Estas células se encuentran en ciertas regiones especificas del cerebro y se activan
mediante sefiales liberadas por las neuronas dafiadas. Cuando la barrera hematoencefalica se ve
comprometida (debido al dafio inducido por radiacion) estas células dendriticas emigran al
sistema linfatico, promoviendo la activacion de células T. El paso de los linfocitos y células T se
ve facilitado cuando las células epiteliales del parénquima cerebral expresan ciertas moléculas de
adhesion. Se ha demostrado una estrecha relacion entre estas células T especificas y su continua
anulacion por los antigenos del sistema nervioso central en un fendbmeno denominado como
autoinmunidad neuroprotectiva. Existe evidencia que indica que fallas en este sistema de
autoinmunidad genera una neurogénesis deteriorada, déficit cognitivo y enfermedades

neurodegenerativas (Lumniczky et al., 2017).

El dafio microvascular, la desmielinizacion, el dafio directo a las neuronas y las células del

parénquima cerebral de apoyo, el agotamiento de las células madre y los cambios en el
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microambiente cerebral se han informado como componentes de la lesion cerebral inducida por
radiacion, en correlacion con la reduccion de capacidades cognitivas inducidas por radiacion
(Cramer et al., 2019). La Figura I1-5 representa un esquema del microambiente celular que tienen
las neuronas en condiciones normales y en condiciones de irradiacion. Entre los estudios
recientes, algunos han descrito que la teoria que describe enfermedades como el Alzheimer
acerca del papel de los defectos vasculares en pequefios capilares también tiene un papel
importante en la reduccion de las capacidades cognitivas radio-inducidas (Tofilon & Fike, 2000;

Yamada, 2016).

Tejido Sano Tejido Irradiado

©CCL2, CD47, CD20, CX3CLL, CD55 ¢ HMGEL [0 CELULAENDOTELIALES %“ﬁi HEURONASANA
) CITOCINAS PROINFLAMATORIA SECRETADAS B & CCRZ CRT o

POR CELULAS DE LA MICROGLI# % CELULA-T H N
@ FACTORES PROINFLAMATORIOS SECRETADOS % TLR4, MHC Q NEURONADANADA

POR NEURONAS DANADAS 2
Ficam-1 D68 MACROFASO £  CELULAS DE LA MICROGLIA

SELECTINA-P P ,

+ % CELULA DENDRITICA % ASTROCITO

Figura 11-5. Esquema general de la respuesta sistémica tras la irradiacion de tejido sano cerebral, imagen tomada y
modificada de (Lumniczky et al., 2017)

Como se ha mencionado anteriormente, el mecanismo radio-quimico de la interaccion de la
radiacion ionizante con el tejido vivo no estd completamente descrito. La hipdtesis més aceptada
es que el agua intra y extracelular es el principal blanco de depdsito de energia. La energia

entonces es trasportada a las moléculas cercanas, dependiendo de su sensibilidad. En el caso de
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la irradiacion del SNC, efectos como edemas y cambios en la permeabilidad de la barrera
hemato-encefélica BBB (blood-brain barrier) no son totalmente descritos simplemente con la

muerte celular radio-inducida (Ballesteros-Zebadua et al., 2013).

Otro de los procesos presentes en la irradiacion en el sistema nervioso relacionados a los
efectos tardios tempranos observados se relacionan con la inhibicion de la proliferacion de las
celulas neurales precursoras. Se ha demostrado que dosis en la escala de 2 Gy (dosis baja en
comparacion con la prescrita en irradiacion holocraneal que rondan los 30 Gy) dafian de forma
considerable la poblacion de este tipo de células en la zona hipocampal. El dafio se observa de
forma dosis-dependiente tras la irradiacion de encéfalo completo. La causa de este fendmeno se
explica al perturbar el micro-ambiente celular necesario para la neurogénesis (Ballesteros-

Zebadua et al., 2013). Este apartado serd abordado con mayor detalle en secciones posteriores.

11.3.2. Efectos neuro-cognitivos inducidos por radiacion

El deterioro cognitivo inducido por la radiacion es considerado un efecto tardio que ocurre de
semanas hasta 24 meses después del tratamiento. Se observa en el 30% de los pacientes 4 meses
después de que pasan por un tratamiento de radioterapia parcial o sobre el cerebro completo,
pero el numero aumenta hasta un 90% si el paciente sobrevive mas de 6 meses. Este valor es
similar entre los pacientes que reciben RT craneal terapéutica y profilactica (Cramer et al., 2019;
Pearlstein et al.,, 2006). Histopatoldgicamente, la lesion tardia inducida por radiacion se
caracteriza por anomalias vasculares, edema perivascular, gliosis reactiva, desmielinizacion y, en
Gltima instancia, necrosis de la sustancia blanca, con una gravedad dependiente de la dosis y el
volumen irradiado. Las secuelas neurocognitivas a largo plazo suelen ser progresivas e
irreversibles. Estas incluyen una amplia gama de sintomas clinicos, como neuropatia,

encefalopatia, convulsiones, sincope, pérdida de memoria y ataxia que comprometen gravemente
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la calidad de vida de los pacientes (Ballesteros-Zebadua et al., 2013; Constanzo et al., 2020;

Pazzaglia et al., 2020).

Aunque la literatura acerca de la relacion entre los tratamientos holocraneales y el deterioro
cognitivo radio inducido sigue en aumento, los tratamientos WBRT contintian siendo el estandar
para tratar distintas patologias localizadas en el parénquima cerebral (Nguyen et al., 2020). El
estado cognitivo general, la memoria y los déficits de atencion son los casos que se reportan con
mayor frecuencia (Pearlstein et al., 2006). Adicionalmente, los tratamientos WBRT triplican la
tasa de demencia en pacientes menores a 65 afios y disminuye el coeficiente intelectual 1Q de los

nifios irradiados al paso de los afios (Yamada, 2016).

Constanzo y colaboradores en su trabajo resaltan la importancia de la optimizacién en los
tratamientos. Se requiere un mejor conocimiento del impacto especifico de las regiones
cerebrales irradiadas de acuerdo con su sensibilidad e interconectividad, asi como evaluar su
capacidad para recuperar sus funciones. En conclusién a su investigacion, la irradiacion cerebral
puede tener un impacto significativamente diferente en los comportamientos y funciones
cognitivas segun las areas objetivo. Por tanto, la planificacion del tratamiento con radioterapia
podria adaptarse de acuerdo con la sensibilidad de las regiones cerebrales objetivo. Con todo esto
se realiza el hincapié de la necesidad de seguir explorando estrategias terapéuticas para bloquear
los eventos tempranos que aparecen después de la radiacion para prevenir el desarrollo de

disfuncion cognitiva a largo plazo (Constanzo et al., 2020).

Es importante destacar que los déficits cognitivos leves a moderados ocurren en ausencia de
necrosis y afectan a un nimero significativo de pacientes que reciben un tratamiento de

radioterapia extracraneal. Se ha estimado que la incidencia general de disfuncion cognitiva
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relacionada con radioterapia intracraneal en pacientes que sobreviven mas de seis meses es hasta

25% a 30% (Constanzo et al., 2020; Pearlstein et al., 2006).

Dentro de las regiones del cerebro, el hipocampo es crucial para la memoria declarativa en
humanos, y codifica la memoria episodica y espacial en los animales. El 16bulo temporal medial,
donde se encuentra el hipocampo, esta relacionado con la creacion de nuevos recuerdos
episodicos. La corteza prefrontal parece tener una gran importancia a la hora de codificar
espacial y temporalmente los recuerdos. Es decir, ayuda a recordar donde y cuando se vivio una
experiencia, ayudando a organizar mejor los recuerdos. Se ha publicado que la neurogénesis
tiene la capacidad de aumentar o disminuir la memoria que depende de la regién cerebral del
hipocampo. En un adulto, la neurogénesis es regulada por mdltiples factores, incluida la
actividad neuronal, la edad y el estrés (Alam et al., 2018). Sin embargo, el analisis de la
evidencia documentada sugiere que la explicacién basada Unicamente en el dafio a la
neurogénesis hipocampal es una sobre-simplificacion del fendmeno (Yamada, 2016). Modelos
murinos con animales considerados adultos no han presentado reduccion de la capacidad de
neurogénesis, pero si un aumento en los marcadores de inflamacion, por lo que éstos pueden
jugar un papel crucial en el deterioro cognitivo (Balentova & Adamkov, 2015). Las multiples

rutas de dafio debido a la irradiacion craneal se encuentran en la siguiente Figura 11-6.
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NSC: Neural Stem Cells, Células madre neuronales
SGZ: Subgranular zone.

Figura 11-6. Esquema propuesto de las distintas rutas para la pérdida de funciones cognitivas después de una
irradiacion holocraneal, asi como unos puntos importantes de intervencion propuesta como prevencion de este efecto.
Esquema tomado y modificado de (Tomé et al., 2016).

Los hallazgos confirman que la irradiacién conduce a un deterioro cognitivo que depende del
hipocampo y algunos que no dependiente del hipocampo y que esta asociado con otras multiples
regiones del cerebro. Aungue existen numerosos experimentos que documentan los déficits
cognitivos después del tratamiento con radiacion en modelos de roedores, también se ha
documento la cognicién normal e incluso mejorada después de la exposicién a la radiacién. Los
factores que influyen en la deteccion de los déficits cognitivos incluyen el dominio conductual
especifico evaluado, la sensibilidad del ensayo, la edad a la que se inicia la radiacion, el tiempo
después de la irradiacion en el que se evaltua la cognicion, el género del sujeto, la region
irradiada (es decir, todo el cuerpo, todo el cerebro o regiones especificas del cerebro), la dosis

total de radiacion administrada y si la radiacion se administra como una dosis Unica 0 en
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multiples fracciones (Tomé et al., 2016; Warrington et al., 2013). Estos trabajos resaltan la
importancia de seguir trabajando con modelos que describan el efecto de la radiacion en

respuestas como la memoria espacial.

11.3.3. Neuroinflamacion por radiacion

Como se menciond a inicios del apartado 11.3, existe una perturbacion del microambiente en
el parénquima cerebral debido a la interaccion de la radiacion ionizante con el tejido u 6rgano.
Aunque las habilidades de memoria radican en multiples regiones y dependen de muchos
factores, la neurogeénesis, la neuroinflamacion y los cambios sinépticos han sido identificados
como componentes principales de la disminucién de las capacidades cognitivas tras la irradiacion
en el sistema nervioso central. Adicionalmente a la generacion de especies reactivas de oxigeno,
existen multiples mecanismos de sefalizacion inflamatorias que son cruciales para la
sobrevivencia de la célula tras la irradiacion. Las citocinas inflamatorias y los factores de
crecimiento que producen las células tras ser irradiadas crean una cascada de sefiales que
producen distintas enzimas como el caso de iNOS (siglas para inducible nitric oxide synthetize)
que contintan produciendo especies reactivas de oxigeno ROS y 6xidos de nitrogeno NO,
amplificando el dafio al ADN y favoreciendo la muerte celular (Montay-Gruel et al., 2017, 2020;

Najafi et al., 2018).

11.4.Efecto de la tasa de dosis en la Radioterapia

Hace algunos afos, la radioterapia por intensidad modulada IMRT presento nuevos beneficios
en la conformacion de los haces utilizando tecnologia como el colimador multihojas MLC (por
sus siglas en inglés), los algoritmos de calculo de tratamientos y la planeacion inversa. Sin
embargo el tiempo de una fraccion desde el inicio del tratamiento hasta que el ultimo campo es

administrado se incrementd de una manera proporcional a la complejidad de la técnica
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(Moiseenko et al., 2007; Mu et al., 2003). Con esto, el efecto del tiempo en la entrega de la dosis
ha cobrado maés relevancia y ha sido analizado en multiples ocasiones. Fowler y colaboradores
en el 2004 orientaron sus investigaciones en la pérdida de efecto biolégico debido a la entrega

prolongada de la dosis en radioterapia (Fowler et al., 2004).

Los efectos bioldgicos de dicha prolongacion se estimaron utilizando diferentes modelos de
respuesta bioldgica, en especial sobre los modelos de reparacion incompleta del dafio subletal.
Konopacka y colaboradores reportaron el efecto de la tasa de dosis. Resaltan que el efecto més
importante ocurre en el rango de 1 a 100 cGy por minuto. Para multiples lineas celulare, no se
han encontrado cambios en las curvas de sobrevida celular cuando se analizd el rango entre 600
y 2400 cGy/min (Konopacka et al., 2016). En el caso de las técnicas de IMRT y de acuerdo con
la teoria en radiobiologia mencionada en la seccion 11.2, la fraccion de sobrevida aumenta
conforme el tiempo de entrega de la dosis también aumenta. Este fendmeno se explica mediante
la reparacion de dafio sub-letal SLDR (por sus siglas en inglés) que se da mientras se esta
entregando la dosis. En el caso de los tratamientos de IMRT, los tiempos de imparticion del
tratamiento en cada fraccion iban entre 15 y 30 minutos para dosis entre 1.8 y 2.5 Gy por
fraccion. Esto daré& una tasa promedio por sesion de 8.33 cGy/min. Para estos rangos temporales,
el componente rdpido de reparacion domina el mecanismo. La tasa de SLDR se puede

representar con valores de tiempo medio T1; con valores mas chicos (componente rapida) para
2

una linea celular, ésta presenta mayor reparacion de dafio subletal SLDR. Este valor cambia para
cada linea celular, por lo que cada caso tiene distinto nivel de impacto (Zheng et al., 2005). Para

el caso de células del tejido cerebral, el valor de T répido ronda los 0.25 a 0.6 horas y el T lento
2 2

esta alrededor de 2.16 hrs, mientras que para células tumorales va de 0.13 a 1.34 hrs para el valor

corto y largo respectivamente (Andisheh et al., 2013; Landuyt et al., 1997). En la actualidad, el
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tiempo requerido para entregar una dosis de 2 Gy con técnicas como el IMRT dindmico vy el

VMAT se reducen nuevamente, llegando a ser entre 5y 10 minutos.

Las conclusiones de estos estudios mencionan una reduccién significativa en la efectividad
bioldgica en estudios in vitro de hasta un 15-19%, resaltando un posible impacto clinico y su
importancia de nuevos protocolos de tratamiento considerando estas diferencias (Mu et al.,
2003). Entre las conclusiones resaltan que el cambio en la efectividad radica en el tiempo total
del tratamiento, pero es dependiente de la tasa de dosis debido al tiempo involucrado en la

respuesta celular (Moiseenko et al., 2007).

Por més de cien afios de evolucion en la radioterapia han surgido avances en el desarrollo de
protocolos de fraccionamiento y en la optimizacion en la entrega de dosis de forma precisa y
conformada (Vozenin et al., 2019). Otro ejemplo claro del papel de la tasa de dosis y el avance
tecnoldgico es que recientemente se han presentado resultados impresionantes en los
tratamientos donde se imparte la dosis en pulsos cortos a una ultra alta tasa de dosis. Esta
modalidad utiliza equipos linac modificados que genera electrones a una tasa de dosis hasta 100
veces mas rapida que lo convencional mejor conocida como radioterapia FLASH (RT-FLASH).
Estos equipos operan de tal forma que entregan electrones con una energia de 4.5 MeV,
administran la dosis (entre 10 y 12 Gy) en un haz Unico con una duraciéon menor a 500 ms (que
se traduce en tasas del rango de 20 y hasta mas de 100 Gy/s) los resultados experimentales
mostraron que la irradiacion a ultra altas tasas de dosis ha incrementado el indice terapéutico, es
decir la reduccion de las complicaciones en el tejido sano sin pérdida en la eficiencia antitumoral

(Favaudon et al., 2014).
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La RT-FLASH es una técnica que ha ganado un gran interés y atencién en la comunidad de
Oncologia y Radioterapia principalmente por el gran beneficio que se lograria obtener. Este
consiste en permitir un escalamiento de tratamientos a esquemas de hipo-fraccionamiento con
mayor seguridad. En un nivel radiobioldgico, la reduccion de toxicidad en el tejido sano debido a
la alta tasa de dosis ha sido denominada efecto FLASH y habia sido descrita desde la década de
1970. Hoy en dia este efecto ha sido robustamente validado al ser observado en varios modelos
en distintos animales, distintos 6rganos y por multiples centros de investigacién aun cuando el
efecto fue descrito por primera vez alrededor de hace 60 afios sin mucha difusion (Durante et al.,

2018; Favaudon et al., 2014).

11.4.1.A. Respuesta del tejido sano

Se ha propuesto que la extremadamente alta tasa de dosis empleada en RT-FLASH con
respecto a la radioterapia convencional es la principal responsable del Efecto FLASH, esto
debido a los eventos radio-quimicos involucrados. Se ha relacionado la propiedad de modulacion
de radiosensibilidad debido al oxigeno con una imparticién rapida de dosis: se experimenta un
consumo completo del 6xigeno de forma local en el sitio irradiado sin ningun proceso de
reposicion en la escala temporal analizada, llamando una hipoxia transitoria radio-inducida.
Existen pardmetros fisicos que son esenciales para lograr el efecto FLASH, asi como otros
aspectos relacionados como el tamafio de pulso y la frecuencia de repeticion, sin embargo, los
estudios relacionados concluyen que el factor dominante es la tasa ultra alta de dosis (Vozenin et

al., 2019).

Ademaés de la hipoxia transitoria radio-inducida existe una base fisicoquimica del efecto
FLASH. Se relaciona la produccion instantanea de radicales libres y su diferencia de respuesta

entre tejido sano y tejido tumoral. La gran cantidad de agentes oxidantes que se producen en un
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tratamiento FLASH se propagarian por el tejido y eventualmente se recombinan después de una
serie de procesos bioguimicos y biofisicos. El tejido sano tiene una propiedad de bajo potencial
pro-oxidante en un estado metabolico estable, por lo que elimina los radicales generados por la
radiacion recibida de manera mas efectiva. El tejido tumoral por otra parte tiene reacciones de
oxidacion en cadena que provoca que los radicales persistan por méas tiempo en el tejido,

promoviendo la acumulacion de dafio y por lo tanto muerte celular (Vozenin et al., 2019).

En el 2017, el grupo de trabajo de Montay-Gruel y colaboradores evaluaron el efecto de la
dosis a distintas ultra altas tasas, tras una irradiacion holocraneal de 10 Gy (una sola fraccion) en
un modelo de raton. Entre los resultados obtenidos, presentan una preservacion de la memoria
espacial a través de la prueba de reconocimiento de objeto nuevo o NORT (Novo Object
Recognition Test) dos meses después de la irradiacion con FLASH. Los principios detrés del
arreglo experimental en el NORT se abordaran en secciones posteriores. Cuando se comparo la
media del tiempo de exploracion del grupo control contra grupos irradiados con 10 Gy a distintas
tasas de dosis, no existe diferencia estadisticamente significativa (p=0.005) a tasas arriba de
100 Gy s~ para la media de los tiempos de exploracion de cada grupo; es cuando disminuye de
este valor que la tasa de dosis no presenta un efecto de preservacion en la memoria (Montay-

Gruel et al., 2017).

Ademas de la evaluacién de la memoria y el reconocimiento, los grupos (el grupo de animales
irradiados a ultra altas tasas de dosis y el grupo control) fueron analizados a través de la
cuantificacién de la neurogénesis post-irradiacion a través del utilizando la incorporacion de
BrdU (5"-bromo-2-desoxiuridina). Como se menciond en la seccién anterior, la neurogénesis, la
neuroinflamacién asi como los cambios sinapticos han sido identificados como componentes

principales de la disminucion de las capacidades cognitivas. Entre las discusiones tratadas en el
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articulo de Montay-Gruel y colaboradores, se aborda el efecto protector que los tratamientos de
RT-FLASH podran obtenerse en el futuro de la radioterapia, entre ellos la preservacion de las

capacidades cognitivas (Montay-Gruel et al., 2017).

Recientemente se demostro la preservacion cognitiva cuando se administraron dosis Unicas de

10 Gy a tasas de dosis superiores a 100 Gy/s. Si bien los datos existentes indican que FLASH-
RT no induce deterioro neurocognitivo, ain quedan muchos aspectos por comprender (Montay-
Gruel et al., 2019). Adicionalmente, se ha encontrado evidencia convincente de que incluso los
animales jovenes bajo el esquema de RT-FLASH para una imparticion de dosis en una Gnica
fraccion no presentan deficiencias cognitivas inducidas por radiacion durante un periodo de 2 a 4
meses posteriores a la irradiacion, en comparacién con los protocolos que utilizan tasas de dosis
en el rango convencional de 600cGy/min, ya que este rango de madurez significa una mayor
radiosensibilidad que los cerebros en desarrollo pueden presentar en relacion a los efectos en

animales maduros (Alaghband et al., 2020).

Es de interés mencionar que el efecto FLASH en irradiacion holocraneal observado con 10 Gy
y 12 Gy desaparece a irradiaciones en dosis de 14 Gy, todos irradiados a la misma tasa de dosis
ultra-alta. Adicionalmente, estos ultimos trabajos mencionados incluyen modificaciones de las
condiciones de oxigeno al realizar el tratamiento de RT-FLASH. Con esto se resalta la
importancia critica del agotamiento de las moléculas de oxigeno debido a la rapida entrega de la

radiacion como mecanismo inicial (Alaghband et al., 2020; Montay-Gruel et al., 2019).

11.4.2. Efectos Radiobiologicos de RT-FFF
Como se describio en la seccion 11.1.2 de Radioterapia sin Filtro de Aplanado, los haces sin

filtro pueden entregar tasas de dosis més altas, menor radiacion dispersa y menor dosis fuera de
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campo (out-of-field). Al remover el filtro de aplanado también se cambia el espectro energético
de los fotones de rayos X en el eje central del haz, lo que tedricamente puede causar mas dafio
bioldgico en comparacion con los tratamientos convencionales, ya que efectos como la
reparacion de dafio subletal pueden tener mayor importancia asi como la respuesta del sistema
inmune relacionado con los dafios cognitivos descrito en la seccion 11.3.2. La informacion actual
acerca de las consecuencias radiobioldgicas de este cambio de modalidad de tratamiento no esta

clara aun (Dubois et al., 2015; Matsuya et al., 2019)

Madltiples estudios se han enfocado en comparar la viabilidad del uso de la técnica sin filtro de
aplanado RT-FFF. Se han realizado andlisis de la distribucion de dosis entre ambas modalidades.
En general, estos estudios concluyen que los resultados entre ambas tasas de dosis presentan una
concordancia adecuada, lo que justifica el uso clinico de este tipo de tratamientos. Treutwein y
colaboradores mencionan que algunos cambios observados entre ambas modalidades, como es la
variacion en las UM vy ligeros cambios en las coberturas de los OARS, no tienen impacto en la
calidad del tratamiento entregado (Treutwein et al., 2017). Sin embargo, el que la dosis
depositada sea la misma para ambas modalidades no garantiza que la respuesta radiobioldgica

sea también la misma.

Con todo esto, el debate continta hacia el efecto bioldgico y clinico que puede presentar la
RT-FFF. Entre las posibles causas de un probable efecto biolégico distinto entre la RT
convencional y la RT-FFF provienen de una mayor contribucion de fotones de baja energia
(entre 50 y 300 keV) en esta tltima modalidad. Una mayor aportacion de fotones de baja energia
aumenta el valor de Efectividad Bioldgica Relativa (descrito en la seccion 11.2). Otra
caracteristica que se relaciona es la disminucion del tiempo de entrega de la dosis, que reduce la

reparacion del dafio subletal durante la irradiacion. Finalmente se debe mencionar que esta
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modalidad de tratamiento también disminuye el tiempo total del haz encendido y por ende mayor
confort y menor probabilidad de movimiento intrafraccion por parte del paciente (Steenken et al.,

2015).

Desde la aparicion de las técnicas de intensidad modulada IMRT se reconoce que el efecto
citotoxico de la RI disminuye conforme aumenta el tiempo de entrega de dosis, por lo que se
debe continuar revisando este posible efecto frente a la implementacion de la RT-FFF donde el
tiempo de entrega disminuye y que por lo tanto se apreciaria un mayor efecto citotoxico (Nakano
et al., 2018). Por otro lado, existe también un efecto conocido es el llamado “efecto inverso de la
tasa de dosis”. Este efecto, por el contrario a lo que se espera, al disminuir la tasa de dosis (rango
de 1 Gy hr~1) se observa una mayor muerte celular (Hall & Brenner, 1991). Esto ocurre debido
a que ante el espaciamiento temporal del dafio, la célula tiene cambios en su ciclo celular, se
retrasa la reparacion de dafio potencialmente letal a la fase G2 y esto a su vez tiene por
consecuencia el aumento de la radiosensibilidad. Por este tipo de cambios en la respuesta, es
fundamental considerar los tiempos de reparacion del dafio (Hall & Brenner, 1991; Hall &

Giaccia, 2006).

Con relacion a la capacidad de reparacion, un modelo aceptado para tejido sano y tejido
tumoral consiste en dos tasas de reparacion: una tasa de vida media corta y una vida media alta.
Con base en estos modelos y la capacidad de reparacion de dafio subletal durante el tiempo de
irradiacién provoca que exista un mayor nivel de sobrevida celular (Fowler et al., 2004; Steenken
et al., 2015). Se han reportado las curvas de sobrevida celular usando mayores tasas de dosis.
Estas comparaciones han mencionado efectos sobre las reparaciones de dafio subletal, efectos del

ciclo celular y la oxigenacién durante los tiempos de irradiacion. Hasta ahora parecen no existir
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diferencia en la sobrevida a tasas altas de acuerdo con lo reportado por diversos autores, sin

embargo, existen algunas controversias (Karan et al., 2013).

Entre estos estudios de sobrevida celular se encuentran los realizados por Lohse y
colaboradores. Su arreglo consistio en comparar la tasa de dosis instantanea o dosis por pulso
recibida en cultivo célula de glioblastoma T98G. El arreglo irradiado usando RT-FFF presentd
menor valor de sobrevida celular. En su trabajo menciona la importancia de la consideracion de
la tasa de dosis en el modelo LQ (Lohse et al., 2011). Otros trabajos como los presentados por el
grupo de Singers y colaboradores también evaluaron la curva de sobrevida celular cambiando la
distancia fuente-superficie y por lo tanto una tasa de dosis mayor. En su trabajo presentd que
para tres tasas de dosis distintas, las curvas de sobrevivencia celular son idénticas (Singers et al.,

2011).

Posteriormente muchos trabajos mas han sido presentados con el fin de estudiar efectos
radiobiologicos de los haces sin filtro de aplanado RT-FFF. King en su trabajo ha reportado un
arreglo para un equipo que opera a 6 MV con y sin filtro de aplanado considerando el efecto de
la tasa de dosis nominal y la instantdnea en dos lineas celulares de cancerosas humanas
reportando que no existe diferencia significativa. Concluye su trabajo resaltando la importancia
de maés estudios in vivo (King et al., 2013). Karan y su grupo también trabajaron en el efecto de
los haces sin filtro en tres lineas celulares in-vitro. En sus resultados presentaron que no existe
diferencia estadisticamente significativa cuando se irradian 5 y 10 Gy usando haces

convencionales en comparacion con RT-FFF (Karan et al., 2013).

Mas recientemente, Steenken y colaboradores estudiaron el impacto de la RT-FFF en las

curvas de sobrevida de lineas celulares astrociticas (Steenken et al., 2015). Sus resultados
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obtenidos describen que no existe cambio en el efecto sobre el tumor o el tejido sano al usar RT-
FFF en radiocirugia estereotactica SRS (stereotactic radiosurgery), a dosis impartidas en escala
de relevancia clinica (Steenken et al., 2015). Trabajos como los de Nakano y colaboradores han
buscado pruebas de efectos distintos al usar RT-FFF, donde discuten que para casos de cancer de
pulmon NSCLC (non-small cell lung cancer) no existe evidencia de algin cambio en las curvas
de sobrevida celular, principalmente por que la escala temporal de entrega de dosis esta lejos de

los valores de tasa de vida media de las células (Nakano et al., 2018).

La informacion del efecto radiobioldgico de la tasa de dosis en la literatura actual esta
limitada principalmente a curvas de sobrevida celular y los estudios reportan resultados con los
conflictos mencionados entre ellos. Sin embargo, también se han realizado estudios clinicos
comparativos: Mancosu reporté resultados de 55 pacientes tratados con SBRT-FFF (Radioterapia
estereotactica corporal con haz sin filtro de aplanado) en higado. El tiempo promedio del
tratamiento fue de 2.3 min + 0.5 min para dosis prescritas entre 32 y 75 Gy, Sus resultados

indican que los tratamientos fueron seguros y practicos para lo requerido (Mancosu et al., 2012).

Algunos estudios han resaltado también la posible aportacion en el efecto de las curvas y la
tasa de dosis de intermediarios como proteinas que se expresan en efectos sinérgicos entre los
distintos tipos de tejidos irradiados, sugiriendo mas estudios in-vivo. Las dudas que surgen con
relacion a la respuesta radiobioldgica en los 6rganos y tejidos irradiados tras un cambio en la
modalidad de tratamiento desde una perspectiva combinada, por lo que los estudios més alla de
la fase in-vitro son necesarios. Estos tipos de efectos podran estar relacionados con la muerte
celular experimentada y un posible efecto sinérgico del esquema de tratamiento, al incluir una
interaccion mas compleja que introduce a la respuesta inflamatoria como variable. El uso de

haces sin filtro de aplanado puede incluir cambios que se experimentan debido a la alta afluencia



49

que involucra el tiempo de intercomunicacion entre las células del tejido irradiado y la muerte de

las mismas (Raymond B. King et al., 2017).

La RT-FFF ha sido revisada con relacion del control tumoral y las curvas de sobrevida
celular, sin embargo, las consecuencias y restricciones del tejido sano circundante también deben
ser revisadas a profundidad, ya que en aplicaciones con altos valores de dosis y altas tasas de
administracion podrian introducir més efectos secundarios en comparacion con los haces
aplanados (Steenken et al., 2015; Verbakel et al., 2013). Hasta el momento no hay estudios in-
vivo que evallen si el incremento en la tasa de dosis de los tratamientos de RT-FFF generan

diferencias en el déficit cognitivo observado tras la irradiacion holocraneal.
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Objetivos

Objetivos del proyecto

Objetivo general
Empleando un modelo de rata, determinar el efecto que tiene en el tejido sano del cerebro el
aumento de la tasa de dosis en la memoria espacial después de la irradiacion holocraneal

empleando un acelerador lineal comercial de 6 MV sin filtro de aplanado.

Objetivos especificos
e Determinar el estado de la memoria espacial mediante la prueba de reconocimiento de
nueva localizacién o NPRT un mes después de una irradiacion holocraneal en modelos de
rata macho a las tasas de dosis definidas en agua a una profundidad d,,,, en condiciones
de referencia
o 0cGymin™t
o 600 cGy min~t
o 1200 cGy min~1

e Determinar si existen diferencias estadisticas entre los tres grupos
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Capitulo I11. Materiales 'y  Metodologia
Experimental

Todos los procedimientos aqui mencionados fueron previamente revisados y aprobados por el
Comité de Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel
Velasco Suérez (NUmero de protocolo 160/19) en cumplimiento con las normas nacionales
correspondientes y las recomendaciones internacionales. Se realizd todo el esfuerzo para
minimizar el nimero de animales empleados y evitar en lo méximo posible cualquier forma de

estrés o dafio potencial que se les pueda generar.

I11.1. Proceso pre-irradiacion
Antes de comenzar la experimentacion, se realiz6 la seleccion de los animales que son
candidatos para la experimentacidn. Fue requisito previo tener en observacion a los candidatos al

menos una semana con el fin de que cumplan los criterios de inclusion.

I11.1.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar. Las ratas no tienen ninguna patologia establecida
y la evaluacion se realiza sobre el tejido cerebral sano. Los candidatos fueron obtenidos del
Bioterio del Instituto de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suérez y se recibieron con
un peso de 280 g + 10 g. Los criterios de inclusion fueron: estar libres de cualquier condicion
que pudiera influir en su respuesta (diarrea, estornudos frecuentes, entre otros). Cuando la rata
alcanzé el peso de 300 g + 15 g y sin ninguna caracteristica antes mencionada, la rata fue

candidato para realizar el proceso de irradiacion.

Para la evaluacion del efecto de la tasa de dosis se emplearon tres subgrupos. Los grupos son

asignados de acuerdo con la Tabla 111-1. Se emplearon un total de 23 animales en esta seccion.
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Tabla I11-1. Subgrupo de animales empleados para la determinacion del efecto de la tasa de dosis en agua para
condiciones de referencia tras recibir la misma distribucion de dosis

n Clave Tasa de dosis empleada [cGy min™]
7 10 0

4 1A 600

12 IB 1200

I11.2.Proceso de Irradiacion

111.2.1. Equipo generador de radiacion

Se empled un acelerador comercial TrueBeam STx 6 MV (Varian Medical Systems, Palo Alto
CA, USA) que entrega fotones de rayos X de alta energia (Figura I11-1). La maquina pertenece al
departamento de Radioneurocirugia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y opera

normalmente principalmente para uso clinico.

Al operar con propésito, la maquina cumple con mdltiples requisitos normativos, entre los
cuales se encuentra lo estipulado en la norma oficial mexicana NOM-033-NUCL-2016 referente
a la calibracion de los aceleradores lineales. El proceso de calibracion se refiere a establecer la
equivalencia entre el rendimiento del linac (encontrado como Unidades Monitor por minuto o
UM min~1) con la dosis absorbida en un punto especifico. La maquina esta calibrada de acuerdo
con el protocolo TRS-398 de la Agencia Internacional de Energia Atomica IAEA (IAEA, 2001).
El punto descrito en el TRS-398 es aquel donde la dosis absorbida es maxima d,,,,, cuando se
mide en agua (d,,q, Se determina experimentalmente a través del valor de porcentaje dosis en
profundidad PDD y es muy cercano a 1.50 cm en maquinas que operan con 6 MV). Tras el

proceso de calibracion, el resultado es que para cada unidad monitor UM que entrega el linac, la
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dosis absorbida en agua equivale a 1.00+0.05 cGy cuando las condiciones descritas en el

protocolo se cumplen.

Figura I11-1. TrueBeam STx 6MV que esta localizado en el INNN.

Los valores de calibracion, asi como muchos otros factores de correccion y mediciones
dosimeétricas realizadas en condiciones especificas estan cargados en el Sistema de Planeacion de
Tratamiento TPS Eclipse (Varian Medical Systems, Palo Alto CA, USA). A partir de todos estos
valores y un modelo de célculo se realiza la determinacién de la dosis en tejido para todo el

volumen.

111.2.2. Disefio de plan de tratamiento

Para el proceso de simulacién, se utilizo como sistema de fijacion un marco de craneal
modificado y una mascara termoplastica moldeada al contorno de una rata con peso de 300 g. El
sistema de fijacion junto con el animal pas6 por un proceso de obtencion de iméagenes a través de
un equipo de tomografia computarizada Somatom Sensation Tomography (Siemens, Munich,

Germany) por una Unica vez en el experimento, con la premisa de que todas las ratas son
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anatomicamente iguales en el mismo rango de peso. El volumen objetivo PTV consiste en todo
el cerebro de la rata, excluyendo el hueso del craneo y el cerebelo mientras que los volumenes en
riesgo o OARs fueron la laringe, las cocleas y los ojos. El tallo y los nervios dpticos quedan
dentro del PTV. Los 6rganos en riesgo OARs y los volumenes objetivo PTV fue delimitado por
el fisico médico que realizo el experimento con ayuda del director de la tesis que tiene amplia

experiencia en la anatomia radioldgica de rata y raton.

Figura I11-2. Sistema de fijacion modificado para rata empleado en el trabajo. Modelo empleado por Ballesteros-
Zebadua y colaboradores (Ballesteros-Zebadua et al., 2010).
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Figura I11-3. Plan de irradiacién holocraneal utilizando un modelo de rata. El software empleado es el Eclipse®.
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Se cred un plan de tratamiento en el software Eclipse 15.0 (Varian Medical Systems, Palo
Alto CA, USA). La modalidad de tratamiento seleccionada fue VMAT 6 MV-FFF. El protocolo
de irradiacion es holocraneal con 6rganos en riesgo o tejido sano circundante incluida la region
proximal de orofaringe, los ojos y las cocleas. El esquema de tratamiento proviene del empleado
en el area clinica para pacientes bajo tratamiento holocraneal de 30 Gy en 10 fracciones. La dosis

Unica prescrita se obtuvo al utilizar la Ecuacién 2 y el esquema mencionado

3.0 Gy
2 Gy

BEDa; _; gy = (10) X (3.0 Gy) X (1 + ) =75 Gy

Se utiliza el valor “/ﬁ = 2 Gy que es el reportado para tejido sano en el sistema nervioso

central (Halperin et al., 2018). Cuando se busca el valor a dosis Unica para la irradiacién en tejido

sano, se despeja de la ecuacion de BEDa/ﬁ= 26y = 75 GY.

d
BEDa),—s6y =75 Gy = (1) X () X (1 + m)

Por lo que se obtiene el valor que se redondea a d = 11 Gy. Este es el valor usado para la
planeacion del tratamiento con covertura de al menos 95% de todo el volumen del cerebro. El
isocentro (SAD= 100 cm) de los haces se colocé en el centro geométrico del PTV, es decir en el
centro del cerebro y la dosis a este punto fue de 13.9 Gy (con el fin de lograr el criterio de
covertura mencionado). Se utilizaron dos semi arcos en modalidad RapidArc. El primero que va
de 40° a 85° sentido horario y el segundo de 320° a 275° en sentido antihorario (Figura I11-3).
Previamente, Ballesteros y colaboradores reportaron el procedimiento para la irradiacion
holocraneal de ratas, la dosis recibida fue calculada usando simulaciones MonteCarlo y

verificaciones experimentales en otros trabajos (Ballesteros-Zebadua et al., 2010).
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El plan de tratamiento y el sistema de fijacion fueron los mismos para todos los animales que
cumplan con el criterio de inclusién (ver Figura I11-2). El algoritmo de calculo empleado para
obtener la dosis recibida fue el ACUROSXD _15606 (Varian Medical System). La optimizacion
del VMAT se utilizé el algoritmo PO_15606 (Varian Medical System). El plan de tratamiento, la
fijacion y la colocacion es el mismo para los grupos de 600 cGy min™y de 1200 cGy min?, la
diferencia radica en configurar el rendimiento que puede entregar la maquina: seleccionando

para el primer caso la opcion de 600 UM min™y de 1200 UM min para el segundo.

La rata se prepar6 para la irradiacion. Los animales fueron programados para ser irradiados a
la misma hora del dia (entre 12:00 y 15:00 hrs). Las ratas fueron irradiadas bajo el efecto de
anestesia (Ketamina, 80 mg kg~!) y miorrelajante (Xilacina, 10 mg kg~!) administrados
aproximadamente 10 minutos antes de la irradiacion. Antes de la irradiacion, la posicién del
animal fue verificada mediante el sistema de imagen tomografica CBCT integrada en el
acelerador lineal y fue comparada con la imagen sobre la que se realiz6 la planeacion. La
irradiacion se realiz6 cuando la posicion de cada rata fue igual a la rata sobre la que se planed,
dentro de las tolerancias aceptadas para el equipo (de 3 mm en cada direccién y 1° en rotacion)

(Ballesteros-Zebadua et al., 2010).

Después de la irradiacion, el animal se coloco en estado de recuperacién hasta el momento
que desperto; se registrd la hora en que se administro el farmaco, recibié la dosis y finalmente la
hora que despertd. En el caso del grupo con tasa de dosis de 0 Gy min~! el animal fue sedado y
colocado en el sistema de fijacion, se verificd su posicion con el sistema de CBCT sin recibir

ningun tratamiento y colocado en estado de recuperacion.
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I11.3. Proceso post irradiacion: Evaluacion de conducta.

Anteriormente se menciond el uso de pruebas para la evaluacion de las capacidades
cognitivas, como la prueba de reconocimiento de objeto nuevo NORT. Los fundamentos de este
tipo de evaluaciones residen en que lo “novedoso” es una alteracion de lo esperado por un
individuo, ya sea comportamiento, objeto o posicionamiento en relacion con informacion
previamente conocida. Estos estimulos cambian el comportamiento del individuo o el animal.
Los resultados de los paradigmas de reconocimiento estan influenciados por lesiones en la region
hipocampal y cortical y estdn involucrados en procesos de novedad, deteccion, atencién y
motivacion. Cuando hay contactos con un estimulo nuevo, la intensidad de su exploracion
depende de la cantidad de memoria residual del estimulo familiar, en un intervalo de retraso

particular, que necesita actualizacion y reconsolidaciéon (Antunes & Biala, 2012).

Después de un mes de la irradiacion holocraneal, la memoria de las ratas fue evaluada
utilizando el paradigma reportado por Limoli y Mumby (Christie et al., 2011; Mumby, 2002). La
prueba de conducta Novel Place Recognition NPRT o reconocimiento de nueva localizacion es
una evaluacién de la memoria espacial, tarea que reside en la zona del hipocampo. Es una prueba

que tiene fundamento equivalente a la prueba de NORT descrito en el parrafo anterior.

La prueba consistio en la colocacion de la rata dentro de una caja de acrilico (Ilamada arena)
cuyas dimensiones se indican en la Figura I11-4, tiene en su interior seis puntos indicados para la
colocacion de objetos. Es importante resaltar que antes de cada parte de la prueba, se limpié la
arena y todas las piezas con hipoclorito de sodio al 10% vol para evitar reconocimiento por
olores y errores metodoldgicos al analizar multiples ratas en el dia. El experimento se realizo a la

misma hora del dia.
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Figura I11-4. Descripcion de la arena de evaluacion para la prueba NPRT (izquierda). Imagen de la arena utilizada en
este experimento con los dos objetos utilizados en la parte de habituacién (derecha). EI material se sugiere acrilico y la
arena tiene una altura de 40 cm y esté construidad de acuerdo con la referencia de (Christie et al., 2011).

La prueba NPRT consistié de 4 partes. Todo el experimento se realiz6 en condiciones
externas controladas como la iluminacion, se evité ademas la presencia de ruidos fuertes o paso
de personas ajenas a la habitacion donde se realiza el experimento. Se realizd Unicamente por
una persona desde la primera hasta la ultima parte con el fin de que la rata se familiarice con el

procedimiento y evite mayor estrés.

La primera parte se denomin0 “habituacion” y se utilizaron dos piezas de plastico rigido
colocadas en la parte central de la arena (Figura I11-4). Cada rata pas6 dentro de la arena entre 15
y 20 minutos. Esta primera parte ocurrié durante tres dias consecutivos para cada rata. La
segunda y tercera parte ocurrié el cuarto dia. Esta segunda parte consistié en la colocacién de dos
objetos distintos en una nueva localizacién respecto a los objetos usados anteriormente. La rata
exploré por 5 minutos de forma libre y se realiz6 evidencia en video de todo el proceso. Esta
parte se denomind “familiarizacion”. Después de los 5 minutos se sacO la rata, se limpié de
forma exhaustiva por cinco minutos, ya que es el tiempo que debe pasar entre la parte dos y tres,

y se realizo la tercera parte.
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En la tercera parte, se utilizaron los mismos dos objetos anteriores. Sin embargo, uno de estos
dos objetos permanecio en la misma posicion “fijo” mientras que el otro se coloca en una
posicion “nueva”. La rata se dejo explorar de forma libre por 5 minutos y grabado en video todo
momento. La cuarta parte ocurridé 24 horas después de la parte de familiarizacion. Esta cuarta
prueba fue similar; el objeto “nuevo” se colocO en una posicion diferente a las utilizadas
anteriormente mientras que el “fijo” permanecid en su localizacion. Las posiciones se

representan en las siguientes figuras (Figura 111-5).

24 hrs

24 hrsl 5 min |
5 o @ kl

F0em

5"“"1* * 70 em

20 min 5 min 5 min 5 min
3 dias
seguidos

Figura 111-5. Pasos uno a cuatro (de izquierda a derecha) de la prueba NPR. El objeto fijo se representa por la zona
roja, mientras que el objeto nuevo se indica de color azul en la familiarizacion, naranja en la prueba después de 5 minutos
y verde en la prueba después de 24 horas. Todos los procesos ocurrieron en la misma arena, previamente limpiada.

Figura I11-6. Pasos uno a cuatro (de izquierda a derecha) de la prueba NPRT a través de fotos. Los espacios y tiempos
son los que se indican en la Figura I11-5. Todos los procesos ocurrieron en la misma arena, previamente limpiada.



61

Figura I11-7. Ejemplo de la evaluacion de los videos para la prueba de memoria espacial. En la imagen de la izquierda
se observo la arena sobre la que se realiz6 la prueba ahora con las regiones de evaluacion delimitadas sobre el video y la
rata fuera de la misma. En la imagen de la derecha se tiene a la rata dentro del &rea descrita en el paradigma, por lo que
se registra el tiempo que pasa dentro de ésta.

Para analizar los resultados, se delimitdé una seccidén de 4 centimetros de margen en cada
direccion alrededor del objeto empleado. Como se menciond en la parte de antecedentes, las
pruebas utilizadas evaluan el dafio en la memoria a través de paradigmas ya establecidos
(Christie et al., 2011; Montay-Gruel et al., 2017). El valor que se utiliza para evaluar el
comportamiento del animal dentro de la arena se expresa en las siguientes Ecuacion 3 y
Ecuacion 4. Estos valores se conocen como Razon de Reconocimiento RR [%] o “Recognition
Ratio” como también se encuentra en la literatura. El siguiente valor se conoce como Indice de

discriminacion ID [%] o “Discrimination Index .

t
RR [%] = _novedoso . 100

total

Ecuacion 3.
thovedoso — tfijo
ID [%] = X 100

ttotal

Ecuacion 4.

En donde el valor t,,,eq050 S€ refiere al tiempo empleado en las pruebas donde la rata esta

dentro de la region delimitada y explorando el objeto referido como “nuevo” de acuerdo con el
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paso en el que se analice. El valor t;;, es el tiempo empleado en explorar el objeto fijo. La suma

de ambos valores de tiempo es el t;y¢q:-

Durante todas las partes de la prueba NPRT la arena fue grabada en video. A través de los
archivos de video y un software genérico para su reproduccion, el tiempo de exploracion fue
registrado utilizando la diferencia en la duracion que indica el inicio y final de la exploracion de
acuerdo con lo indicado previamente. La incertidumbre de cada tiempo fue de un cuadro del

video, que equivale a 1/30 segundos (al ser la calidad en la cual se grabo).
I11.4.Anélisis estadistico

111.4.1. Prueba de normalidad

Se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si los resultados obtenidos provinieron
de una distribucion normal. Cuando el test no rechaza la hipétesis de que provienen de
distribucion normal, se proceden con los analisis correspondientes a pruebas paramétricas, en
caso contrario, se utilizan las pruebas no paramétricas (Hoffman, 2019). El intervalo de

confianza utilizado en todos los andlisis fue del 95%.

111.4.2. Comparacion de medias
Se busc6 comparar los datos obtenidos de RR y de ID para las pruebas de familiarizacién, test
después de 5 min y test después de 24 horas. Los valores obtenidos se representan a través de su

valor medio o valor promedio RR y su respectivo error estandar de la media ozx.

— ZiRRi A
n RR \/ﬁ

3

Donde i representa el i-ésimo valor RR obtenido, de un total de n valores, y cuya desviacion

estandar es o. Este mismo planteamiento se realiza para el valor ID y o75. Estos valores son
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comparados entre los grupos de 0 Gy min~!, de 600 Gy min~! o baja tasa y de de 1200 Gy
min~! o alta tasa de dosis. Se realiz6 la prueba no paramétrica para comparaciones multiples de
la prueba de Kruskal-Wallis. Para determinar los casos donde cuentan con diferencias
estadisticamente significativas o con cierta tendencia a serlo, se realiza la comparacion de medias

mediante la prueba de U de Mann-Whitney corregida (Hoffman, 2019).

Las hipotesis hechas para el andlisis estadistico son que los grupos estudiados son
independientes con variables continuas; la hipdtesis nula establece que la distribucion de partida
de ambos grupos es la misma. De nuevo el intervalo de confianza es de 95%. Se considera

tendencia a ser estadisticamente distintos cuando el valor p se encuentra 0.05 <p < 0.08.
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Capitulo IV. Resultados.

Cuatro semanas después de la irradiacion se realizaron las pruebas de reconocimiento de nueva

localizacion. El animal explord por 5 minutos dentro de el arena (Figura 111-4) y fue registrado
en video. Los analisis se realizaron sobre los primeros 90 segundos de acuerdo con el protocolo
de Christie y colaboradores (Christie et al., 2011). Para la prueba de NPRT, los resultados se

reportaron a través de la razon entre el tiempo de exploracion de las siguientes formas:

t
RR [%] = —"t"t”etd‘l’” x 100
ota

t — tri
novedoso fijo % 100

ID [%] =

Lrotal
de acuerdo con las ecuaciones descritas en la seccion anterior. Los resultados de RR e ID
obtenidos en la prueba de memoria se presentan en la siguientes tablas expresados en
porcentajes. Los datos fueron agrupados por la tasa de dosis recibida: 0 cGy min~1 (Tabla
IV-1), 600 cGy min~?! o baja tasa de dosis (Tabla 1v-2) y 1200 cGy min~! o alta tasa de dosis

(Tabla 1v-3).

Tabla 1V-1- Valores de Raz6n de Reconocimiento RR e indice de Discriminacion ID obtenidos en las tres pruebas
para el grupo de 0 cGy min~! escrito en porcentaje. La incertidumbre presentada es el equivalente de 1/30 segundos
para cada valor calculado.

Grupo 0 cGy min~1!

Familiarizacion Prueba en 5 min Prueba en 24 hrs

RR [%] ID [%] RR [%] ID [%] RR [%] ID [%]
48.8+0.1% -2.3+0.1% 58.5+0.1% 17.0+0.3% 100.0£2.0% 100.0£3.9%
43.7+0.4% -12.5+0.7% 69.4+0.5% 38.8+1.0% 76.5%£1.6% 52.9+3.1%
31.3+0.1% -37.420.2% 71.4+0.3% 42.9+0.5% 100.0£2.1% 100.0+4.2%
61.5+0.2% 23.1+0.4% 58.9+0.2% 17.9+0.3% 100.0£2.8% 100.0£5.6%
61.3+0.1% 22.7+0.1% 80.0+0.4% 60.0+0.7% 71.4+0.4% 42.9+0.7%
41.31+0.1% -17.4+0.2% 78.8+0.2% 57.610.4% 65.1+0.1% 30.2+0.3%

64.6+0.4% 29.2+0.8% 51.3+0.6% 2.6%1.2%
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Tabla IVV-2. Valores de Razon de Reconocimiento RR e indice de Discriminacion ID obtenidos en las tres pruebas para
el grupo de 600 cGy min~1 o baja tasa de dosis escrito en porcentaje. La incertidumbre presentada es el equivalente de
1/30 segundos para cada valor calculado.

RR [%] ID [%] RR [%] ID [%] RR [%] ID [%]
43.7+0.1% -12.5+0.3% 32.910.2% -34.2+0.4% 19.0+0.4% -61.9+0.9%
77.2+0.5% 54.4+0.9% 22.510.1% -54.9+0.2% 75.0£1.5% 50.0£2.9%
36.5+0.2% -27.110.4% 100.0+0.5% 100.0+0.9% 41.7+0.9% -16.7£1.9%
37.0£0.4% -26.020.7% 13.4+0.3% -73.320.7% 37.310.3% -25.3+0.6%

Tabla IV-3. Valores de Razon de Reconocimiento RR e indice de Discriminacion ID obtenidos en las tres pruebas para
el grupo de 1200 cGy min~! o de alta tasa de dosis en porcentaje. La incertidumbre presentada es el equivalente de 1/30
segundos para cada valor calculado.

Tasa de dosis 1200 cGy min~!

Familiarizacion Prueba en 5 min Prueba en 24 hrs

RR [%] ID [%] RR [%] ID [%)] RR [%] ID [%]

85.1+0.3%  70.20.6% 39.4+0.2%  -21.2+0.4% 52.0+0.3% 4.0+0.6%
42.9+0.1% -14.3+0.3% 47.7+0.4%  -4.6+0.7% 54.8+0.8% 9.7+1.5%
55.9+0.1% 11.8+0.2% 58.3+0.5%  16.7+1.0% 59.5+0.6% 18.9+1.3%
64.3t0.9% 28.6+1.8% 59.5+0.2%  18.9+0.4% 45.8+0.2% -8.3+0.4%
58.0¢+0.1% 16.1+0.1% 64.1+0.2%  28.2+0.3% 43.3+1.0% -13.2+2.0%
45.4+0.1%  -9.2+0.2% 39.2+0.4%  -21.6+0.9% 59.6+0.5% 19.0+1.1%
46.740.2%  -6.7+0.5% 63.0£0.3%  26.1+0.6% 51.3+0.4% 2.6+0.8%
82.1+0.2% 64.3+0.5% 14.3+1.1% -71.4+2.2% 43.442.0% -13.1+4.1%
33.6+0.4% -32.8+0.8% 59.240.2%  18.4+0.3% 43.5+0.5% -13.0+1.0%
41.240.1% -17.6+0.1% 22.240.3%  -55.6+0.6% 52.9+0.1% 5.9+0.3%
42.9+0.1% -14.3+0.1% 55.4+0.2%  10.7+0.4% 43.9+0.6% -12.241.2%

37.5+0.2%  -25.0+0.4%

Se realiz6 el calculo del valor medio de RR y de ID para las distintas pruebas de los tres grupos
de tasa de dosis. Los valores obtenidos en la fase de familiarizacion, prueba después de 5
minutos y la prueba después de las 24 horas se presentan en la siguiente Tabla 1VV-4. Las barras

de incertidumbre representan el valor del error estandar de la media.
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Tabla 1V-4. Valor de la media obtenida para los valores RR [%] e ID [%] en las distintas pruebas para los tres grupos
a comparar. El valor de incertidumbre presentado es el error estandar de la media. “FAM” representa la prueba de
familiarizacion, mientras que “5 MIN” y “24 HRS” representan las pruebas realizadas a 5 min y 24 horas
respectivamente después de la prueba de familiarizacion.

Tasa de dosis Tasa de dosis Tasa de dosis
in-1 in-1
PRUEBA 0 UM min- 600 UM min 1200 UM min
RR [%0] ID [%0] RR [%0] ID [%0] RR [%0] ID [%0]
FAM 48.0+ 4.8 —4.0+9.7 48.6 + 9.7 —2.8+19.3 53.0 £ 4.8 5.9 +9.7

5 MIN 68.8 £ 3.3 376 £ 6.6 | 422+19.7 | —15.6+39.3 | 475+5.1 | —5.0+£10.2

24 HRS 806+74 | 61.2+149 | 433+11.7 | —13.5+233 | 570+5.7 | —6.1+13.5

Posteriormente se realiz6 la prueba de normalidad de los distintos grupos obtenidos utilizando la
prueba de Shapiro—-Wilk. Los resultados conseguidos de la prueba se muestran en la siguiente

Tabla IV-5.

Tabla 1V-5. Prueba de normalidad para los diferentes grupos evaluados. Los valores obtenidos son la significancia
asintotica bilateral o valor P. “FAM” representa la prueba de familiarizacion, mientras que “5 MIN” y “24 HRS”
representan las pruebas realizadas a 5 min y 24 horas respectivamente después de la prueba de familiarizacion.

Valor P - Test de Normalidad Shapiro-Wilk

N FAM 5 MIN 24 HRS

Tasa de dosis 0 UM min* 6 0.544 0.432 0.177
Tasa de dosis 600 UM min‘* 4 0.043 0.117 0.659
Tasa de dosis 1200 UM min 12 0.078 0.061 0.189

De acuerdo con la prueba realizada y el nivel de significancia elegido, un valor de p = 0.05
indica que los datos provienen de una distribucion normal. En la Tabla V-5 se observd que

todos los grupos (excepto familiarizacion de la tasa de dosis de 600 UM min), tienen un valor P
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mayor que 0.05. Dos de los grupos de alta tasa de dosis presentaron distribuciones no-normales.

Por esta razon se realizaron pruebas no paramétricas.

Se realiz6 un andlisis estadistico de comparacion de muestras independientes a través de la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis K-W. Los resultados que se obtuvieron se presentan en

la Tabla IV-6.

Tabla 1V-6. Resultados obtenidos de la prueba de Kruskal-Wallis de un factor para los grupos irradiados de 0 UM
min?, tasa de dosis de 600 UM min' y de tasa de dosis de 1200 UM minl. “FAM” representa la prueba de
familiarizacion, mientras que “5 MIN” y “24 HRS” representan las pruebas realizadas a 5 min y 24 horas
respectivamente después de la prueba de familiarizacion. El valor de significancia o “Sig.” es ajustado mediante la
correccion de Bonferroni para comparaciones multiples y se presenta como “Sig. Ajust.”.

VALOR P K-W PRUEBAS POST HOC (BONFERRONI)
Comparaciones multiples Sig.  Sig. Ajust.
0.771 0 cGy min~! contra 600 cGy min™?
FAM ' 0 ¢cGy min~! contra 1200 cGy min~?! n.a.
600 cGy min~! contra 1200 cGy min™!
0 cGy min~! contra 600 cGy min™? 0.030 0.089
5 MIN 0.028 0 ¢cGy min~! contra 1200 cGy min~?! 0.017 0.051
600 cGy min~! contra 1200 cGy min™*  (.719 1.000
0 cGy min~! contra 600 cGy min™? 0.014 0.041
24 HRS 0.014 0 ¢cGy min~! contra 1200 cGy min~?! 0.012 0.035
600 cGy min~! contra 1200 cGy min~!  (0.577 1.000

Los valores promedio obtenidos para RR [%] e ID [%] con sus intervalos de incertidumbre (SE)
se encuentran representados en las siguientes graficas Figura I1V-1 y Figura V-2

respectivamente.
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Tasa de dosis
40606 emnleada

0 ¢cGy min™!
600 cGy min~!
1200 ¢cGy min~!

Valor Medio RR [%]

Familiarizacion Prueba 5 min Prueba 24 hrs

Prueba de Memoria

Barras de error: +/- 1 SE

Figura IV-1. Gréfica de barras para los valores RR [%0] obtenidos. Se representa la razén de reconocimiento de los
tres grupos analizados. La incertidumbre presentada es el error estandar de la media [SE]. La linea en la gréafica
representa el valor RR de 50%. Los valores de diferencias estadisticamente significativas se representan con flecha y
asterisco, los valores de tendencia a diferencia estadisticamente significativa se representan sélo con flecha.

*

Tasa de dosis
empleada

75.00

L] 0 ¢cGy min!
o 600 cGy min~!
] 1200 cGy min~!

50.00

Valor Medio ID [%]

25.00

0.00

-25.00

-50.00

Familiarizacion Prueba 5 min Prueba 24 hrs
Prueba de Memoria

Barras de error. +/- 1 SE

Figura IV-2. Grafica de barras para los valores 1D [%] obtenidos. Se representa el indice de discriminacion de los tres
grupos analizados para las tres pruebas realizadas. La incertidumbre presentada es el error estandar de la media [SE].
La linea en la gréafica representa el valor ID de 0%. Los valores de diferencias estadisticamente significativas se

representan con flecha y asterisco, los valores de tendencia a diferencia estadisticamente significativa se representan solo
con flecha.
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Debido al numero y los resultados de las pruebas de normalidad obtenidas en la Tabla V-5, las
pruebas estadisticas adecuadas para realizar las comparaciones deben pertenecer a la estadistica

no parameétrica. Los resultados mencionados se encuentran en la Tabla IV-6.
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Capitulo V. Discusiones.

Los datos obtenidos para la familiarizacidbn mostraron que para las tres tasas de dosis se rechaza
que son significativamente distintas. Si bien este resultado no evalGa la memoria, este resultado
es importante ya que indica que inicialmente las ratas exploran por igual dos objetos, lo que
permite decir que no existe evidencia de factores externos que alteren el comportamiento de los
animales, como una inclinacién preferencial hacia una ubicacion de un objeto, lo cual valida la

prueba realizada.

Los datos obtenidos para la evaluacién de la memoria de 5 minutos, los grupos con diferente
tasas de dosis no presentan diferencias estadisticamenete significativas. Sin embargo, se observa
una clara tendencia a que ambas tasas de dosis disminuyen la memoria en comparacion con el
grupo de 0 cGy min~! (p=0.089 y 0.051 respectivamente). Esto se considera tendencia de
acuerdo a lo estipulado en la seccién de metodologia (seccion 111.4.2. ) y la Tabla IV-6. En las
referencias presentadas en la seccion 11.3.2. se menciona que el dafio neurocognitivo de la
radiacion es una de los efectos secundarios tras los tratamientos que involucran el cerebro. Con
esto podemos discutir que hay una tendencia en la pérdida de la memoria a corto plazo tras la
irradiacion en ambas tasas, aunque probablemente se requieran mas sujetos en el grupo para

alcanzar a mostrar la diferencia estadisticamente significativa esperada.

Para la prueba de memoria realizada 24 horas después de la familiarizacion, los grupos de
600 cGy min~1 y de 1200 cGy min~! mostraron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo de 0 cGy min~!. De acuerdo con lo reportado por los autores que han trabajo
en las pruebas cognitivas, esto es esperado debido al dafio cognitivo radioinducido. En el caso de

la comparacion entre ambas tasas de dosis, no se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas entre alta tasa de dosis de 1200 UM min~! contra los de tasa de dosis
convencional de 600 UM min~!, donde esta comparacion fue la planteada a resolver con este

trabajo.

Los resultados obtenidos en este trabajo del efecto que tiene el uso de la RT-FFF con respecto a
la RT con tasas de dosis de 600 cGy min? se pueden comparar con los encontrados en las
referencias mencionadas en la seccion 11.4.2. La aplicacion clinica de la radioterapia RT-FFF
contintia siendo controversial en algunos puntos, las discusiones en cuanto a su eficacia y
seguridad han diferido en diversos estudios preclinicos. Sin embargo, la mayoria de los trabajos
concluyen que los efectos observados no son estadisticamente distintos respecto a la tasa
convensional, resultados con los que podemos coincidir al evaluar la memoria en nuestro modelo
experimental de rata en tejido cerebral sano, al observar que no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre ambas tasas de dosis.

Los resultados obtenidos en la presente tesis se comparan también con los reportados por
Sarojini y colaboradores (Sarojini et al., 2015). Ellos estudiaron la sobrevida en células sanas y
células tumorales tras una irradiacion utilizando haces de rayos X de 10 MV con tasas de dosis
convecionales (reportado en términos del rendimiento del linac con 400 UM min) contra altas
tasas de dosis (reportado en términos del rendimiento del linac con 2400 UM min™). En su
trabajo reportan que el aumento en la tasa de dosis favorece la apoptosis de las células de
melanoma mediante cambios en la razon de muerte celular tumoral, conservando la razén de
sobrevida en los melanocitos circundantes. Laurent y colaboradores (Laurent et al., 2020)
también trabajaron en el efecto de la radioterapia RT-FFF, s6lo que ellos se enfocaron en la
respuesta inmune antitumoral. En las conclusiones de su trabajo no encontraron diferencias

significativas en ninguna de las pruebas que realizaron in vitro e in vivo, al comparar resultados
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con una irradiacion a tasas de dosis convecionales. Sin embargo, el tipo de células estudiadas fue
distinto al tratarse de células tumorales y los resultados coinciden con la ausencia de toxicidad
adicional causada por el aumento de tasa de dosis empleada reportada por el presente trabajo.
Nuestro trabajo también evalua el dafio debido al aumento de la tasa de dosis, y aunque el
modelo es tejido sano in-vivo, los resultados son consistentes con lo que se ha observado en los

dos trabajos mencionados.

En ambos trabajos se menciona que es importante aclarar y continuar investigando los resultados
terapéuticos que se pueden lograr al cambiar la tasa de dosis, principalmente por la posiblidad de

mayores beneficios (Laurent et al., 2020; Sarojini et al., 2015).

El dafio en las células normales se puede asociar principalmente a su radiosensibilidad, su tasa de
proliferacion y a la forma en que se organizan como tejido. Células que tienen periodos de
proliferacion prolongado tienen periodos largos en los que expresan el dafio inducido. En el caso
de células bien diferenciadas, los efectos radioinducidos requieren relativamente méas dosis para
expresarse, caracteristica conocida como radioresistencia (Hall & Giaccia, 2006). Otro factor
mencionado es la cinética celular ya que el intervalo entre la expresion de los efectos y la
irradiacion estd determinado por la vida de las células maduras y el tiempo que requiere una

célula madre en diferenciarse y madurar.

El efecto de la tasa de dosis que se experimenta en el tejido normal también ha sido un tema
estudiado desde hace tiempo en distintos ambitos. Los modelos realizados se basan en la
reparacion incompleta del dafio, que se basan en incluir el proceso de reparacion de las células
irradiadas. Algunos modelos recientes arrojan que tasas de dosis por debajo de 100 cGy min?

generan un beneficio al tejido sano en términos de la dosis tolerada, en funcién de su valor “/’3.
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Para tasas de dosis arriba de 100 cGy min, no se observa ningiin cambio en la dosis de
tolerancia en este tipo de modelos. Los efectos de la redistribucion y proliferacion celular
requieren periodos de dias y hasta semanas para tener relevancia (Joiner & van der Kogel, 2009).
En la siguiente Figura V-1 se muestra en escala temporal la presencia de los efectos bioldgicos
mencionados, mostrando adicionalmente el efecto FLASH descrito en la seccion de
antecedentes. Se puede observar que los resultados aqui presentados tienen un comportamiento
congruente con lo anteriormente reportado. La participacion de la reparacion celular ha sido bien
descrita en tasas de dosis en el rango convencionales y cobra relevancia con valores menores a
100 cGy mint. En este estudio se empled una tasa de dosis que a condiciones de referencia
equivale a 600 cGy min para la tasa convencional y 1200 cGy min para la tasa de dosis alta,
por lo tanto no se da tiempo suficiente de que se experimente una reparacion celular en ninguno

de los dos casos.

El caso del efecto FLASH observado a ultra altas tasas de dosis se encuentra varios 6rdenes de
magnitud por encima de la tasa de dosis para RT-FFF y de los tiempos de los parametros
celulares que determinan la radiosensibilidad. Cuando se generaliz6 el uso de la modalidad de
IMRT a nivel comercial, el tiempo total de una sesion de RT alcanzé valores hasta el rango de
tiempo de 20 y 30 min, para dosis convencionales de 2 Gy por sesion. Este rango de tiempo

también se presenta esquematicamente en la siguiente Figura V-1.
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Figura V-1. Esquema general de efectos bioldgicos presentados a distintas tasas de dosis. Imagen tomada y modificada
de (Joiner & van der Kogel, 2009). Los puntos rojo y azul representan los sitios que ocupan en la tabla los experimentos
presentados en este trabajo.

Los efectos en el tejido sano se han observado en estudios in vitro e in vivo con predicciones
basadas en los modelos radiobiol6gicos descritos. Los efectos observados cuando se
implementaron las técnicas de IMRT, y por lo tanto se prolongaron los tiempos de irradiacion,
demostr6 un efecto importante. Mu y colaboradores observaron que tras un aumento en el tiempo
de irradiacién de 1 a 20 min, la dosis debe ser corregida hasta 19% por arriba del valor prescrito
para lograr el mismo efecto bioldgico, en términos de la fraccion de sobrevida celular de su
modelo (Mu et al., 2003). Resaltaron también que este cambio en el efecto bioldgico depende del
tiempo medio de reparacion del tejido en cuestion, donde un valor mayor de tiempo medio de
reparacion de dafio sub-letal significa que el tiempo de irradiacion tiene menor efecto, mientras
que tejidos con tiempo medios cortos tienen mayor impacto el considerar el tiempo de

irradiacion. Fowler y colaboradores mencionan que “El tiempo medio de reparacion de dafio sub-
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letal no es un valor Gnico, sino que aumenta con el tiempo interfraccion” (Fowler et al., 2004).
Sobre el mecanismo que explica las diferencias en las consecuencias de la RI a diferentes tasas,
una de las principales teorias resalta que las fases del ciclo celular son la principal causa de la
radiosensibilidad del tejido. Entre los modelos cinéticos de respuesta se han presentado
propuestas de reparacion de dafio sub-letal con dos componentes temporales: uno de tiempos
cortos en rango de 20 minutos y otro de respuesta tardia que va de 1.5 a 3.5 horas. La escala
usada mas comunmente es de 20 minutos y 3 horas, con una aportacién de 50% cada uno. Se ha
mostrado que el valor BED disminuye hasta un 20% para la respuesta tardia del tejido sano
cuando el efecto de la tasa de dosis prolonga el tiempo de irradiacion en el rango de 1 hora. Para
el rango de 2 a 10 minutos, la diferencia es del orden del 2%, mucho menor respecto al otro
(Ling et al., 2010). Como se puede observar, este efecto es mas importante en células de
reparacion rapida debido a su ciclo celular; mientras que en nuestro trabajo se evaluan las células
del encéfalo y éstas tienen componentes de reparacion de dafio sub-letal mucho mayores que
1 hora. En el caso de tejido sano de la parénquima cerebral, se ha reportado que los valores de
reparacion de dafio sub-letal son 0.25 a 0.6 horas y de 2.16 hrs para el valor corto y largo
respectivamente. Estos valores pueden ayudar a justificar que el aumento en el tiempo de
irradiacion del orden descrito en este experimento no produce un efecto observable en este tipo
de tejido. Esta informacién nos lleva a concluir que los resultados obtenidos en el presente
trabajo también son congruentes con lo que se espera obtener al compar ambas tasas de dosis
presentadas, utilizando estos modelos de reparacion subletal cuando se utilizan dos componentes
temporales, aunque los andlisis de la cinética del dafio no incluyen los fendmenos que puedan
aportar en el dafio neurocognitivo, como la inflamacién y el cambio en el microambeiente celular

(Andisheh et al., 2013; Landuyt et al., 1997).
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Adicionalmente a lo descrito anteriormente, diversos articulos hacen la aclaracion al hablar de
tasas de dosis. Dos valores de tasa de dosis se reportan en multiples trabajos: La tasa de dosis
promedio y la tasa de dosis instantanea o por pulso. La primera es a nivel macroscopico y es la
que reportan los equipos en términos del rendimiento de la maquina (en UM min™) y calibrada
para obtener la equivalencia en cGy/min para haces convencionales. La tasa de dosis instantanea
que entregan los equipos se encuentra en escala de 10° cGymin~! y proviene del
funcionamiento propio del linac, ya que la radiacion ionizante la entrega en pulsos de muy corta
duracién y no de forma continua. En el caso de la modalidad RT-FFF la tasa de dosis (ambos
valores) tiene un aumento entre 2 y 4 veces el valor convencional. Sin embargo se ha reportado
que este aumento no tiene diferencias significativas en términos de radicales generados y
recombinados, por lo que no se espera que tenga efecto en la sobrevida celular (Xiao et al.,

2015).

En términos generales, el mecanismo relacionado a la aparicion de efectos tardios o
tempranos-retrasados tras la irradiacion del SNC aun no esté descrito de forma completa (Parente
et al., 2020). En el presente trabajo se busco describir el papel de la tasa de dosis en un modelo
bien caracterizado de lesion por radiacion sobre tejido sano y las ratas fueron sometidas a una
serie de tareas conductuales disefiadas para interrogar la funcion hipocampal donde reside la
memoria espacial. Las pruebas fueron realizadas un mes después de la irradiacion holocraneal de
acuerdo con los trabajos reportados previamente. Trabajos como los de Ballesteros et. al.
(Ballesteros-Zebadua et al., 2013) y Parente et. al. (Parente et al., 2020) mostraron que los
cambios bioguimicos en el cerebro aparecen después del mes tras la irradiacién holocraneal. Las
pruebas cognitivas exigen una atencion cuidadosa a los detalles y la adhesion a ciertas practicas

estdndar puede ayudar a minimizar los artefactos que complican la interpretacion de los
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resultados. Para minimizar el estrés de los animales destinados a las pruebas cognitivas, es
importante que estén familiarizados con los experimentadores que realizaran las pruebas de
comportamiento antes de la administracion de la tarea (Christie et al., 2011). La pueba cognitiva
realizada mostro resultados que coinciden con lo que otros autores han obtenido para pruebas
cognitivas en roedores, de acuerdo con lo encontrado en las referencias. Las graficas presentadas
en la Figura IV-1 y en la Figura 1V-2 para la fase de familiarizacion son congruentes con lo
presentado por todos los trabajos de evaluacion de conducta previos aqui mencionados (Christie
et al., 2011; Montay-Gruel et al., 2017). Esta congruencia sirve para confirmar que el modelo
experimental presentado en este trabajo esta dentro de estos criterios de cuidado con los detalles

de realizacion.

Los equipos modernos de radioterapia han implementado técnicas avanzadas con el fin de
lograr mayor precision y conformacion en la dosis. Como resultado de esto, la fluencia con un
perfil plano no es necesario; al remover el filtro de aplanado surge la radioterapia sin filtro de
aplanado RT-FFF (Pawiro et al., 2020). Ademas, el notorio incremento en técnicas mas
avanzadas a las convencionalmente encontradas en radioterapia se ve apoyado por el contexto
global de la escasez de recursos (Laurent et al., 2020). Es por eso que se menciona que uno de
los beneficios encontrados en el uso de la RT-FFF al aumentar la tasas de dosis hasta
aproximadamente 4 veces incluye la reduccion del tiempo dentro de la sala de tratamiento,
ademas de otras caracteristicas ya mencionadas (Ronaldson et al., 2020). Entre tantas nuevas
modalidades y protocolos de tratamiento que han surgido, la verificacion de cada una de ellas se
ha vuelto una necesidad critica (Laurent et al., 2020).. En el caso de la RT-FFF, este trabajo ha

aportado un pequefio avance en los reportes de que, al menos, no existe un deterioro cognitivo
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mayor del que se espera obtener en tratamientos de radioterapia para el modelo experimental

propuesto en este trabajo.

El dafo radio-inducido al sistema nervioso central ha sido reportado como un mecanismo
multifactorial y muy complejo, que incluye la interaccion dindmica entre muchos tipos de celulas
distintas. En la irradiacion del encéfalo estan envueltas principalmente tres tipos de células:
neuronas, células endoteliales vasculares y células de la glia. Las neuronas maduras son células
no proliferantes; las células de la glia tienen un ciclo celular lento, con un valor aproximado de
1% de células precursoras. Las celulas endoteliales tienen también un valor lento de
proliferacion, pero éste aumenta después de dafio radioinducido (Hall & Giaccia, 2006). EI micro
ambiente local es de las causas mas importantes para la correcta funcién de las células, que se ve
orquestado por una variedad de factores, estatus nutricional, la aportacion de oxigeno,
influencias de hormonas ademéas de todo lo que implica los mecanismos del sistema inmune
(Pazzaglia et al., 2020). Otros resultados mencionan los mecanismos adicionales que se
relacionan con la disminucion de las capacidades cognitivas como la neuroinflamacion, la
desmielinizacién y cambios en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Allen et al.,
2018; Tofilon & Fike, 2000), que se desconoce con precision si se ven afectados por la tasa de

dosis.

El reporte de estos articulos en conjunto con los resultados aqui presentados marcan una
direccion de futuros trabajos que busguen correlacionar el efecto del cambio de la tasa de dosis
con marcadores bioguimicos, de inflamacién o histolégicos como complemento a evaluaciones
en la conducta y la memoria. Estos resultados serviran como complemento y profundizaran en
los efectos generados sobre modelos in vivo. Cabe aclarar que aunque muchas referencias

mencionan el proceso de neurogénesis como el mecanismo fundamental de las habilidades
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cognitivas, también mucha evidencia ha demostrado que no es el Unico proceso relevante.
Existen trabajos que han resaltado que el SNC incluye muchas estructuras que se relacionan para
los procesos cognitivos. Es por eso que la forma correcta de describir el fendmeno es que la
radiacion provoca una disfuncion en las estructuras, microambiente y sus funciones; no sélo la

reduccién del nimero de células (Pazzaglia et al., 2020)

El protocolo de irradiacién holocraneal WBRT sigue siendo empleado para el tratamiento de
maltiples casos de tumores en el cerebro o de metéstasis en el mismo, asi como método
profilactico en casos especificos de cancer. El esfuerzo en las técnicas modernas de irradiacion a
lesiones en cerebro esta orientado en la prevencion o mitigacion de las consecuencias del dafio
radio-inducido (Balentovd & Adamkov, 2020). La irradiacion provoca decremento en
capacidades cognitivas en mayor medida para casos con quimioterapia simultanea y aquellos
casos con dos sesiones por dia. La edad, la dosis prescrita (dentro del rango utilizado con fines
terapéuticos), el sexo y otros factores no representan una relacién clara con el nivel de afectacion
cognitiva expresado, de acuerdo con las referencias presentadas en su trabajo (Zeng et al., 2020).
Es importante mencionar que la practica actual para disminuir el dafio cognitivo incluye nuevos
protocolos de tratamiento. Entre estos protocolos se encuentra el uso de radioterapia holocraneal
con preservacion de hipocampo, que sigue actualizando sus resultados conforme se vuelve una
practica popular. Ademéas de protocolos de radioterapia, el uso de ciertas intervenciones
farmacoldgicas y de transplante de celulas madre estan siendo exploradas con beneficios para el
desempefio cognitivo (Pazzaglia et al., 2020). Profundizar en estas ultimas modalidades va mas

alla del alcance de este trabajo.

Es importante resaltar, ademas de todos estos resultados obtenidos, que existe una brecha muy

grande entre los modelos animales en roedores e incluso en primates no humanos a resultados en
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humanos. El reto de la traslacion de datos incluyen desde diferencias estructurales hasta
diferencias funcionales de las estructuras cerebrales. Es por esto que no puede terminar la
discusion sin la precaucion de tomar los datos de forma generalizada, especialmente en temas

como el del presente trabajo.
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Capitulo VI. Conclusiones

Por primera vez se ha reportado que, para un modelo de rata macho sobre tejido sano que
recibe el protocolo de irradiacion holocraneal con dosis prescrita de 11 Gy entregada en una
Unica fraccion en un equipo linac 6 MV con haz sin filtro de aplanado RT-FFF, el aumento de la
tasa de dosis de 600 cGy min? a 1200 cGy min? no tuvo un cambio estadisticamente
significativo en la memoria espacial a corto y largo plazo, evaluada un mes despues de la

irradiacion.

En el modelo planteado, la memoria espacial de los animales tratados con 0 cGy min™ no se
observo afectada tras 5 min o 24 horas en comparacion con la parte de familiarizacion. Con
respecto a la baja (600 cGy min™) y alta tasa de dosis (1200 cGy min), la memoria evaluada 5
min y 24 horas después si se vio afectada con respecto a la parte de la familiarizacion. Para estas
ultimas dos tasa de dosis, el efecto fue indistinguible entre ellos con el nimero de sujetos aqui
descritos; por lo que los resultados indican que los efectos de la radiacién ionizante sobre la
memoria espacial a corto y largo plazo (5 min y 24 hrs) son indistintos al usar la tasa de 600 cGy
min? y la de 1200 cGy min™. Esta conclusion permite especular que es probable que los
pacientes que actualmente han recibido sus tratamientos holocraneal a tasas de dosis de de 1200
cGy min, si bien no recibiran algin beneficio cognitivo a largo plazo, tampoco se veran

afectados cognitivimante al considerar de su memoria espacial.

Con esto, por primera vez se presenta experimentalmente que el duplicar tasa de dosis en
equipos sin filtro de aplanado no genera ningan beneficio en la memoria espacial de animales

sanos que reciben irradiacion holocraneal.
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