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CAPITULO I. RADIACION IONIZANTE

1.1 Radiacion lonizante

En fisica se entiende que la radiacion es energia en movimiento. Debido a que
cualquier particula que se mueva posee energia, tanto los atomos, los nucleos de los atomos,
los electrones, los protones o los neutrones, cuando se trasladan de un lugar a otro en el
espacio, son radiacion.

La energia de la radiacion no debe ser transportada necesariamente por una particula.
Es posible que sea una onda la que lleve energia de un lugar a otro. Las ondas de radio y de
televisién, por ejemplo, son energia emitida desde la planta transmisora y que viaja por el
espacio hasta llegar a nuestro aparato receptor de radio o television. Estas ondas forman
parte de la llamada radiacion electromagnética, que también incluye la luz visible y la luz
ultravioleta, asi como los rayos X y los rayos gamma, éstos ultimos, forman parte de la
radiacion emitida por las sales de uranio. La Unica diferencia entre estos diversos tipos de
radiacion electromagnética es la energia transportada por cada rayo [Brandan y col., 03].

La fisica radioldgica es la ciencia que estudia la radiacion ionizante y su interaccion
con la materia, siendo de especial interés la energia absorbida en ésta. Comenzé con el
descubrimiento de los rayos X por Wilhelm Roéntgen, de la radiactividad por Henri
Becquerel, y del radio por la familia Curie durante la ultima década del siglo XIX,
llegando a ser en poco tiempo, tanto los rayos X como el radio adoptados como
herramientas Utiles en la medicina [Attix 86].

La radiacion ionizante se caracteriza principalmente por su habilidad de excitar e
ionizar atomos de la materia con la cual interacciona. A partir de que la energia necesaria
para que un electron de valencia escape del atomo, es del orden de 4 — 25 eV, la radiacion
debe de tener una energia cinética o cuantica mayor que esa magnitud para que se le pueda
[lamar “ionizante” [Attix 86].

Los tipos mas importantes de radiacion ionizante son los siguientes:

> Rayos gamma (y): Radiacion electromagnética emitida desde un ndcleo o desde
reacciones de aniquilacion entre materia y antimateria.



» Rayos X: Radiacion electromagnética emitida por particulas cargadas (usualmente
electrones) al cambiar entre los niveles de energia atomicos (llamados rayos X
caracteristicos o de fluorescencia) o al cambiar su velocidad dentro de un campo
de Coulomb (rayos X continuos o de bremsstrahlung).

Tanto un rayo X como un foton de un rayo gamma de la misma energia, tienen las
mismas propiedades, diferencidndose solo en el origen de cada uno. Los rayos X
pueden tener energias de 15 keV hasta 50 MeV para fines médicos.

> Electrones Répidos: Si su carga es positiva se les denomina positrones. Si son
emitidos por un ndcleo se les llama rayos B (positivos 0 negativos). Si son resultado
de colisiones de particulas cargadas, se les llama rayos é.

» Particulas Cargadas Pesadas (PCP): Obtenidas usualmente de la aceleracion de
atomos pesados (>He) por un campo coulombiano. Las particulas alfa también
pueden ser emitidas por algun nucleo radiactivo.

> Neutrones: Particulas neutras obtenidas de reacciones nucleares, por ejemplo: (p, n)
o fision nuclear.



1.2 Radiacion Natural

El ser humano desde su origen ha estado expuesto a las radiaciones ionizantes
presentes en el ambiente, las cuales proceden de dos fuentes naturales: los rayos cdsmicos
que vienen del espacio y los radionuclidos presentes en el suelo, agua y aire.

Los rayos césmicos estan constituidos principalmente por las particulas secundarias
producidas por reacciones nucleares en las capas altas de la atmosfera, entre la radiacién
galéctica y el aire, que forman la llamada cascada de particulas y rayos gamma. La
intensidad con que llegan a la superficie de la tierra depende de la actividad solar y de la
latitud y altitud del lugar. A nivel del mar se recibe menor cantidad de radiacion que en los
lugares altos porque el aire absorbe parte de ella. Los rayos cdsmicos contribuyen con
alrededor del 15 % de la dosis promedio anual por fuentes naturales, esto es 0.4 mSv al afio
[UNSCEAR 2000].

Los radionuclidos presentes en el ambiente son de dos tipos: los de origen primordial
(que por su vida media tan larga han sobrevivido desde la formacion de la tierra), y los que se
producen continuamente por procesos naturales. Entre los primeros se encuentran todos los que
se derivan de las series de transformacion del 22U (4.49 x 10° afios) y del %2Th (1.4 x 10" afios),
de los descendientes de éstos, el *°Rn y el *?Rn, son los que més contribuyen a la dosis mundial
que recibe el ser humano; por inhalacion del radon se calcula un equivalente de dosis anual de
1.3 mSv. La otra fuente importante de irradiacion externa la constituyen los rayos gamma emiti-
dos por ndcleos radiactivos presentes en el suelo o el aire. Se estima que el equivalente de dosis
promedio anual mundial para un individuo, producto de la radiacion externa por rayos gamma, es
de unos 0.46 mSv anuales, 19 % de la radiacion natural. Otros radionuclidos importantes son el
K (1.28 x 10" afios) y el ¥'Rb (4.7 x 10™ afios), el primero aporta un 15 % de la radiacion natural
y el segundo, junto con otros, representa el 1 %. El segundo tipo de radiondclidos esta consti-
tuido principalmente por *H (12.35 afios) y el **C (5730 afios), que se generan en las capas
altas de la atmésfera y cuya concentracién se mantiene bastante constante. En conjunto, al
ser ingeridos por los seres vivos, se produce una dosis interna de 0.23 mSv anuales.

1.3 Radiacion Producida por el Ser Humano

Ademas de las fuentes naturales, las fuentes antropogénicas aportan dosis adicionales
debidas principalmente a tres tipos de actividades: las aplicaciones médicas de las
radiaciones, las pruebas de explosivos nucleares realizadas en la atmosfera y la produccion de
energia nucleoeléctrica. Las aplicaciones en la industria, la agricultura y la investigacion, son
aportaciones insignificantes frente a las anteriores. En la figura I. 1 se muestran las diferentes
contribuciones a la dosis anual promedio que recibe un habitante de la tierra por las distintas



fuentes de radiacion [UNSCEAR 2000].

A diferencia de la irradiacion natural, las dosis recibidas a causa del uso de radiacion
producida ex profeso varian mucho entre un individuo y otro, dependiendo incluso de su
profesidn y de sus habitos de vida. [Brandan y col., 03].

Fuentes de Radiacion Natural y Artificial

E Rayos Cosmicos

B Rayos Gamma

O Ingestion (agua y alimentos)
14,9%

0 Radon (inhalacion)

B Exposicion Médica

0,4% O Ensayos Nucleares

14,5%

M Energia Nuclear

Figura I. 1: Principales fuentes de radiacion. Se indican los porcentajes con que cada fuente contribuye
a la dosis total promedio en el mundo actual (2000). [UNSCEAR 2000].

1.3.1 Aplicaciones Médicas

La fuente mas comun e importante de exposicion a radiacién producida por el ser
humano hoy en dia son los examenes médicos que utilizan rayos X. Al realizarse algln
examen radioldgico, se pueden recibir equivalentes de dosis entre 3 y 30 mSv [Brenner y
col., 03]. Los valores promedio para una poblacion dependen de la frecuencia con que los
individuos se someten a un examen radiolégico. En los paises industrializados se estima que
se toman entre 300 y 900 radiografias al afio por cada 1 000 habitantes, mientras que en el
Ilamado Tercer Mundo, la frecuencia es diez veces menor [Brandan y col., 03].

Se calcula que, en promedio, el ser humano recibe alrededor de 400 uSv anuales
debido a examenes radioldgicos.



Por el contrario, la radioterapia irradia una zona bien localizada del paciente con
valores de dosis que son 10 000 o mas veces los valores naturales. Debido a que esta gran
cantidad de radiacion es recibida por un paciente cuya vida esta en peligro a causa de un
tumor maligno, se considera que cualquier efecto negativo que pudiera causar la irradiacion
es irrelevante frente al gran beneficio de la posible curacidon. El calculo de la dosis promedio
recibida por una poblacion no incluye las contribuciones de los tratamientos de radioterapia.

1.3.2 Aplicaciones Bélicas:

Después de los examenes radioldgicos, el segundo lugar entre las fuentes de radiacién
creadas por el ser humano que actualmente causan irradiacion en la poblacion lo ocupan los
ensayos de bombas nucleares realizados en la atmdsfera desde 1945. Los nucleos mas
importantes entre los cientos que se producen durante la detonacién de un artefacto
nuclear resultan ser el carbono-14, el cesio-137, el circonio-95 y el estroncio-90.

Hoy en dia la dosis es de 20 uSv anuales aproximadamente [UNSCEAR 2000].
Esta fuente de radiacion afecta a todo el planeta, y es la Gnica que no es consecuencia de
un uso benéfico de la radiacion. Por el contrario, la radiacion producida por las armas
nucleares es una amenaza real a la existencia de la humanidad.

1.3.3 Energia Nuclear

La produccidn de energia nuclear en un reactor presupone la elaboracion previa y el
tratamiento posterior del combustible nuclear, y son estos procesos los que producen la
mayor parte de la dosis relacionada con la energia nuclear. El publico recibe, en promedio,
debido a la produccién de energia nuclear, dosis que son diez mil veces menores que los
valores naturales. Hay grandes variaciones alrededor del valor promedio, y la mayor es la
dosis que reciben quienes viven cerca de las instalaciones nucleares. Inmediatamente junto a
un reactor (en la reja) las dosis fluctdan entre uno y cinco puSv anuales (alrededor del 0.04 al
0.1 % de la dosis promedio anual). A una distancia de 8 kilometros de la planta nicleo-
eléctrica, la dosis disminuye a la mitad del valor anterior, y asi progresivamente. En un pais
como la Gran Bretafia, con 38 reactores en funcionamiento, la dosis que origina la
produccién de energia nacleo-eléctrica contribuye al promedio total de sus habitantes con
menos del 0.1% de los valores naturales [Brandan y col., 03].



1.3.4 Otros usos

Hay actividades humanas que, sin estar relacionadas con el uso de la radiacion,
ocasionan dosis adicionales para los individuos que las practican. La combustion del carbon
libera al ambiente los elementos radiactivos uranio y torio, que estan presentes de manera
natural en el mineral de carbén.

Quizés la actividad moderna que implica una mayor exposicion adicional a fuentes
naturales sean los viajes en jet. Debido a la altura a que vuela el avién (10 000 metros,
aproximadamente), la capa protectora de la atmdsfera se ve fuertemente disminuida y los
pasajeros se exponen a niveles de radiacion cosmica varias veces superiores a los normales
en tierra. Un viaje de ida y vuelta de la ciudad de México a Nueva York (10 horas de
vuelo a 10 000 metros de altura) ocasiona una dosis adicional de 20 uSv, comparable con la
dosis maxima recibida al vivir durante un afio en las cercanias de un reactor nuclear,
aunque pueden representar dosis significativas para los individuos expuestos, como son la
tripulacién de las aeronaves y los viajeros mas frecuentes, no influyen dentro del promedio
mundial debido a que son pocas las personas expuestas (comparadas con la poblacién
mundial) [Brandan y col., 03].

Tomando en cuenta todas las fuentes de radiacion mencionadas, el promedio mundial
de equivalente de dosis hoy dia se puede estimar en 2.7 mSv anuales, de los cuales 2.3 mSv
(84%) se deben a fuentes naturales y los 0.4 mSv restantes (16%), al uso de la radiacion por
el ser humano [UNSCEAR 2000].



CAPITULO I1. INTERACCION DE LA RADIACION CON LA MATERIA

I1.1 Radiacion directa e indirectamente ionizante

Cuando la radiacién ionizante incide sobre la materia, la energia que transporta se
deposita en el medio a través de varios procesos, cuyo resultado es la excitacion de los atomos
que constituyen el medio; esto es, se aumenta la energia de los electrones atémicos. Si se les
imparte suficiente energia se produce una ionizacion, en la cual el electron queda liberado del
atomo, formandose dos iones, uno positivo que es el &omo al que se le ha arrancado el
electrén y uno negativo que es el electrén liberado.

La radiacion incidente pierde su energia de un modo particular que depende del tipo de
radiacion mismo, de su energia y del medio en el que incide. La diferencia méas sobresaliente
depende de si la radiacion incidente estd formada por particulas cargadas, (particulas a,
particulas B o iones acelerados), o por particulas no cargadas (neutrones, fotones gamma y
rayos Xx).

En el primero de los casos siempre esta presente la fuerza electromagnética, mediante
la cual las particulas cargadas incidentes interaccionan con los electrones y nucleos del medio.
La accion mutua de sus campos eléctricos permite una transferencia de energia de manera
directa, gradual y continua, en forma analoga a un proceso de friccion mecanica. A este tipo de
radiacion se le conoce como directamente ionizante.

En el caso de las particulas no cargadas, no existe la fuerza electromagnética que
permita la interaccion a distancia, por lo cual interaccionan mediante un proceso de
transferencia de energia, en el que se alteran drasticamente las condiciones iniciales. Es
posible que la particula incidente pierda la totalidad de su energia en eventos cominmente
Ilamados catastroficos. Su energia se transfiere a uno o varios electrones u otras particulas
cargadas, las cuales depositan la energia en el resto del medio. Es por esto que a este tipo de
radiacion se le conoce como radiacion indirectamente ionizante.



11.2 Interaccion de fotones con la materia

Los fotones, al carecer de carga eléctrica, tienen una interaccion con la materia
completamente diferente a la interaccion que sufren las particulas cargadas. Los fotones
pueden viajar una cierta distancia (mucho mayor que electrones de energia similar) dentro de
un medio antes de interaccionar con un atomo. Esta distancia esta gobernada estadisticamente
por una probabilidad de interaccion por unidad de distancia recorrida que depende de la
energia de los fotones y del material donde inciden.

Hay cinco tipos de interaccion de rayos X o fotones gamma con la materia que deben
ser considerados:
Efecto Compton
Efecto fotoeléctrico
Produccion de pares

Dispersion de Rayleigh (o dispersion coherente)

YV V. VYV V V

Interacciones fotonucleares.

Los primeros tres efectos son considerados los de mayor importancia, ya que la energia
se transfiere a los electrones del medio y a su vez se imparte a la materia a través de
interacciones coulombianas. La dispersion de Rayleigh es elastica, esto es, el foton solamente
es desviado un pequefio angulo de su trayectoria sin pérdida de energia al interaccionar con el
atomo, las energias a la que esto sucede son muy pequefias (~20 keV). Las interacciones
fotonucleares solamente son significativas para fotones con energias del orden de MeV.

La importancia relativa del efecto Compton (EC), fotoeléctrico (EF) y de produccién
de pares (PP) depende tanto de la energia cuantica del foton (E, = hv) como del nimero
atémico Z del medio absorbente, figura Il. 1 (pagina siguiente).

Se observa que el EF es dominante a energias bajas (10 — 100 keV), luego el EC se
presenta con mayor probabilidad a energias intermedias (0.1 — 10 MeV) y la PP es dominante
a altas energias (> 10 MeV). Para valores de Z bajos e intermedios (carbon, aire, agua, tejido
humano) la presencia del efecto Compton es amplia (de 20 keV a 30 MeV) [Attix 86]. Nos
enfocaremos con mayor detalle a los 3 efectos principales
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Figura I1.1: Importancia relativa de ocurrencia de los efectos: fotoeléctrico, Compton y la produccion de pares
(representados con las letras griegas z, o ¥ k, respectivamente). Las curvas muestran los valores de Zy E, en los
que los dos tipos de efectos tienen la misma probabilidad de ocurrencia [Attix 86 pag. 125].



11.2.1 Efecto fotoeléctrico

El efecto fotoeléctrico consiste en la absorcion de un foton de energia E; por un
electrén atdmico. Este electron (Ilamado fotoelectron) adquiere suficiente energia cinética E, y
es expulsado del atomo con una energia E, = E; — E;,; donde E, es la energia de amarre del
electron con el atomo (ver Figura 11.2). La interaccion del electrén con el resto del &tomo que
forma, es indispensable para que el efecto fotoeléctrico ocurra, por lo cual este efecto no se
presenta en electrones libres, de hecho ocurre principalmente con electrones fuertemente
ligados (de las capas K, L y M). La probabilidad de produccién respecto de la dependencia
con Z y E,, se puede representar de la siguiente manera: z oc Z“/E? (para una energia Ey <
100 keV, donde el EF tiene mayor probabilidad de que ocurra), esto indica que la probabilidad
es mayor en materiales de alto Z y fotones de energias bajas; ademas, la probabilidad de que un
electron sea liberado es maxima si el foton tiene justamente la energia suficiente (E,) para
extraerlo de su orbita.

Fotoelectran
.rJ.E:E—Eﬂ
-

Fadiacian
provenients de
Euntubo de
rayos X o Un
radicisotopo

Figura Il. 2: Diagrama que ilustra el efecto fotoeléctrico.
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11.2.2 Efecto Compton

En el efecto Compton un fotdn de energia E; incide sobre un electrén poco ligado (o libre),
parte de su energia es transferida al electrdn, que adquiere una energia E. y es expulsado a un
angulo ¢ que se mide respecto de la direccion del fotdn incidente; el resto de la energia E; es
emitida como un foton, conocido como fotdn Compton, de energia E. , emitido a un angulo & (ver
Figura 11.4). Aplicando la conservacién de la energia y del momento se obtiene que la energia
cinética del electron expulsado esta dada por la relacion E.= E; — E., y la energia del foton Compton
es:

1+E, (1-cosg)/m,c?

(Ec. 11. 3)

C

donde mg es la masa del electron y ¢ es la velocidad de la luz. Este efecto produce un espectro
continuo de energia de fotones Compton, desde cero hasta un valor maximo cercano a Eg.

Estos fotones pueden seguir interaccionando con el resto del medio mediante los
efectos fotoeléctrico o Compton (dependiendo de su energia) hasta ser completamente
absorbidos o escaparse del medio. La probabilidad de interaccion por efecto Compton es
practicamente independiente del nimero atdbmico Z del medio absorbedor.

£E \

£

Figura 1. 4: Diagrama que ilustra el efecto Compton.
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11.2.3 Produccidén de pares

La produccién de pares se presenta cuando la energia del fotdn incidente es mayor que
1.022 MeV, que es el doble del valor de la masa en reposo del electrén, 0.511 MeV; la
interaccion ocurre entre el foton y el campo electromagnético de un nucleo atémico, donde se
presenta una transformacién de energia en materia (Figura 11.6). El foton desaparece y se
producen un electron y un positron (antiparticula del electron, con una masa igual a la de éste,
pero con carga eléctrica positiva), con energias E, y E,, respectivamente, y se tiene que la energia
del foton E; se distribuye de la siguiente manera:

E;=1.022 MeV + E, + E, (Ec|l.5)

E. y E,, no necesariamente son iguales, dependiendo del angulo con el que se propaguen.
El electron y el positron emitidos interaccionan con el resto del material produciendo ionizaciones.
El positron, al final de su recorrido, se combina con un electrén del medio, dando lugar a una
aniquilacion, en la cual se transforma materia en energia, generandose dos fotones de 0.511
MeV que salen en direcciones opuestas. La probabilidad de que ocurra la produccién de pares
crece rapidamente con el aumento de la energia de los fotones y con el nimero atémico del
medio.

rayo gamma

incidente
+ e
%ﬂ/} € posiron

£f

capas Kyl

& g electron
Ea

Figura Il. 6: Diagrama que representa la produccion de pares.
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11.3  Coeficiente lineal de atenuacion y coeficiente mésico de atenuacion

La probabilidad de que ocurra alguno de los efectos antes mencionados esta determinada
por la “seccion transversal” o “seccién eficaz” del efecto®. Para el efecto fotoeléctrico, Compton
y para la produccion de pares, las secciones transversales se representan con las letras griegas T,
o, K, respectivamente. En la figura Il. 1, se observa la importancia relativa de ocurrencia de estos
tres efectos.

El coeficiente lineal de atenuacion se representa con la letra griega u, representa la
fraccion de fotones removidos de un haz monoenergético de rayos X o gamma, por unidad de
espesor del material. La probabilidad de que un foton sufra una interaccion en un material de
grosor dl esta dada por x dl [Bushberg 02].

El coeficiente masico de atenuacion, u/p de un material para radiacion electromagnética,
es el cociente de dN/N entre p dl, dN/N es la fraccion de particulas que sufren una interaccion al
atravesar una distancia dl en un material de densidad p. Sus unidades son m’kg ~* [ICRU 98].
Este coeficiente esta determinado por la suma de las contribuciones de cada uno de los efectos
mencionados:

Tl (Ec.11.7)
0

N
| Q
N

tlp, ol pyxl p, representan los coeficientes masicos de atenuacion para el efecto
fotoeléctrico, el efecto Compton y la produccion de pares, respectivamente [Attix 86].

% La “seccion eficaz” de una interaccion particular producida por particulas incidentes, es el cociente de P entre @, P
es la probabilidad de que ocurra dicha interaccién, cuando se tiene una fluencia de particulas incidentes ®. La unidad
de la seccién transversal es el m? [ICRU 98].
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I1.4  Atenuacion de fotones y capa hemirreductora

Se entiende por atenuacion la eliminacion de fotones del haz de rayos X que atraviesa la
materia; se produce tanto por la absorcion como por la dispersion de los fotones primarios
[Bushberg 02]. A continuacién se explicara como un haz de fotones monoenergéticos es
atenuado exponencialmente en un blanco uniforme:

Consideremos N, el numero de fotones incidentes sobre el blanco. Conforme el haz penetra
en el material algunos fotones son absorbidos, otros dispersados y el resto no interacciona con el
medio. Sea N(x) el nimero de fotones que ha alcanzado una profundidad x en el material sin
haber sufrido interaccion, y dN la disminucion en el nimero de fotones del haz original
producida por un espesor dx del blanco, que es directamente proporcional a N(x),u y dx:

dN =— 4 N dx (Ec. 11.8)

El signo negativo indica un cambio negativo o disminucién. Se separan las variables y se
integra, suponiendo que N(x =0) = Nq, Se tiene entonces que:

N X
dN
N{W:—y!dx (Ec. 11. 9)
Evaluando los limites de integracion:
Inmz—y-x (Ec. 1l. 10)
NO
de donde se obtiene: N(x) = Ne " (Ec. 1. 11)

De la expresion anterior se deduce inmediatamente el espesor necesario de un material para
disminuir a la mitad de su valor inicial el nimero de fotones que lo constituyen; este espesor se
conoce como capa hemirreductora (CHR). Partiendo de la expresion N(x) = No e ~“* la
condicion es N(x= CHR) = Nq /2, de donde se obtiene que:

NEx=CHR) _ guom _1 (Ec. 11 12)
N, 2
Despejando se obtiene:
CHR _In2 (Ec. 11. 13)
M
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1.5 Transferenciay absorcion de energia

La fraccién de energia de un haz de fotones transferida a particulas cargadas de un medio
absorbente, como energia cinética, esta determinada por el coeficiente lineal de
transferencia de energia, denotado por u, [cm™'], o por el coeficiente mésico de transferencia
de energia u / p [cm? g~*]. Este coeficiente se relaciona con x de la siguiente manera;

My = [EJ;! (Ec.11.14)

E, es la energia cinética promedio transferida a las particulas cargadas del medio y E; es la energia
de los fotones del haz.

Sin embargo, no toda la energia transferida a los electrones del medio es totalmente
absorbida en éste, ya que una parte sale como rayos x de frenado, por lo tanto, la energia
transferida es mayor que la energia absorbida. Esta ultima esta representada por el coeficiente
lineal de absorcion de energia ue, [cm™ ], 0 por el coeficiente masico de absorcion de energia zzen
! p [em* g1, su relacion con y es:

Mo = [Q} U (Ec. 1. 15)
E

E,, es la energia promedio absorbida por interaccion. Ambos coeficientes estan relacionados
de la siguiente manera:

Hen = 11, (1- Q) (Ec. I1. 16)

donde g es la fraccion promedio de la energia cinética inicial transferida a electrones que es
emitida como rayos x de frenado [Attix 86].
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CAPITULO IIl. DOSIMETRIA DE LA RADIACION

La Dosimetria de la Radiacion o simplemente Dosimetria, es el conjunto de
conocimientos y técnicas que se encargan de la medida de la dosis absorbida o de la tasa de
dosis, que resulta de la interaccion de la radiacion ionizante con la materia.

I11.1 Dosis absorbida y Tasa de Dosis

La dosis absorbida D, es la cantidad promedio de energia depositada en una unidad de
masa, por la radiacion ionizante que incide en un medio dado. Matemaéticamente se define de la
siguiente manera:

_de

D=2
dm

(Ec. 111. 1)

de es la energia promedio depositada por la radiacion ionizante en una cantidad de masa dm. La
unidad de dosis absorbida establecida por el Sistema Internacional de Unidades es el Gray (Gy)
(1 Gy =1 Jkg ). Sin embargo, alin es comin encontrar la dosis medida en rad (1 rad = 100 erg/g
= 102Gy = 1 cGy).

La rapidez de dosis absorbida D (con unidades: Gy s ~ %), indica el incremento de la
dosis absorbida dD, durante un intervalo de tiempo dt:

dD

p=2=
a (Ec. 111. 2)

1.2 ¢Qué es un Dosimetro?

Un dosimetro puede definirse como cualquier dispositivo capaz de proporcionar una
lectura r, relacionada con la dosis absorbida D, depositada dentro de un volumen sensible V,
en el dispositivo, por radiacion ionizante. Idealmente se desearia que r fuera proporcional a D,
y que cada elemento de volumen tenga una influencia igual sobre el valor de r.

Algunos dosimetros cumplen satisfactoriamente con esta idealizacién, sin embargo, la
mayoria exhibe un grado de no linealidad de la lectura respecto de la dosis en al menos una
parte de su intervalo de dosis.

111.3 Dosimetros Termoluminiscentes
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111.3.1 Caracteristicas

La termoluminiscencia es la emision de luz por un material, previamente excitado con
radiacion ionizante, cuando éste se calienta. La cantidad de luz emitida es proporcional a la
cantidad de energia depositada por la radiacion en el material, lo cual hace posible utilizarlo como
un dosimetro.

Los dosimetros termoluminiscentes consisten basicamente de un cristal huésped que
contiene una o mas impurezas las cuales generan dos tipos de imperfecciones en la red cristalina:

» Trampas para electrones y huecos, que capturan y mantienen a los portadores de carga
atrapados por largos periodos.

» Centros luminiscentes, localizados tanto en las trampas de electrones o las trampas de
huecos; presentan emision de luz cuando se da la recombinacidn entre electrones y huecos
en dicho centro.

Cuando la radiacion ionizante incide sobre los DTL, se producen muchos eventos de
ionizacién que liberan electrones y huecos, que son el analogo de iones positivos en gases (Figura
I11. 3 a). Los electrones migran de la banda de valencia a 1a banda de conduccion, desde donde
son retenidos por trampas para electrones localizadas en la banda de energias prohibidas, de la
misma manera que los huecos son retenidos en sus respectivas trampas. A la temperatura a la cual
se realiza la irradiacion estas trampas son profundas en términos de energia potencial, lo que hace
dificil que los electrones y huecos atrapados sean liberados. Lo anterior permite que éstos
permanezcan atrapados durante largos periodos [Attix 86].

Al elevar la temperatura de un DTL irradiado se logra que los electrones y huecos
atrapados adquieran suficiente energia para vencer el potencial de las trampas, y puedan ser
liberados (Figura I11. 3 b). Cuando los electrones son liberados pueden migrar a una trampa de
huecos, donde se lleva a cabo la recombinacion que va acompafiada de la emisién de un
foton. Este proceso permite traducir la llegada de un fotdn de alta energia en un conjunto de
fotones luminosos que pueden ser convertidos en una sefial eléctrica facilmente cuantificable.
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Figura I11. 3 a) y b): Proceso de termoluminiscencia. Inciso: a) lonizacion; b) Recombinacion y emision de la
sefial termoluminiscente [Attix 86].

Los DTL se pueden encontrar en diversas presentaciones de tamafio y forma, asi como
de sus componentes, entre los que se cuentan el fluoruro de calcio, el sulfato de calcio y el
fluoruro de litio; de este ultimo material se encuentra el dosimetro conocido
comercialmente como TLD - 100 (TLD por sus siglas en inglés, compuesto de Li natural:
7.5% de ° Liy 92.5% de ’Li), el cual es ampliamente usado en aplicaciones médicas por su
buena equivalencia con el tejido bioldgico, su alta sensibilidad y su posibilidad de
reutilizacion. Contiene impurezas de Mgy Ti en 300 ppm y 15 ppm, respectivamente, tiene un
nimero atémico efectivo de 8.2, una densidad de 2.64 g/cm®y un intervalo de dosis Gtil de 100
uGy a 1 kGy [Attix 86].

Con el TLD - 100 se puede lograr una precision del 3 al 5% en la determinacion de la
dosis y se ha observado independencia de su respuesta con la rapidez de dosis, en un intervalo
de 0 a 10 Gy/s. Entre algunas de sus desventajas se encuentra su sensibilidad a luz
ultravioleta, solar y fluorescente, su carencia de uniformidad (ya que cada lote en general
muestra una sensibilidad diferente), y la existencia de desvanecimiento de la sefal
termoluminiscente, con el transcurso del tiempo, después de su irradiacion [Attix 86].
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111.3.2 Equipo lector y respuesta termoluminiscente

Previamente a su utilizacion, los DTL deben ser sometidos a un tratamiento térmico,
que tiene como funcién borrar la sefial acumulada durante su almacenamiento y dispersar las
impurezas; después de la irradiacion de los DTL se procede a determinar su respuesta con un
equipo lector, que consiste basicamente de una fuente de corriente que calienta una
plancheta, sobre la que se colocan los DTL, asi como un tubo fotomultiplicador que colecta
la sefial luminosa emitida por los dosimetros al ser calentados por contacto con la plancheta,
y la transforma en una sefial eléctrica (Figura I1l. 4). La integral de la sefial eléctrica durante
un determinado intervalo de tiempo se denomina respuesta del dosimetro.

Amplificador Fuente de alto
DC | [ | voltaje
Tukbn
Fegistro de Fotomultiplicadar
Informacian
Luz
.
: Em . Filtras
Mitrdgena dpticos
I |
T Plancheta
Fuente de
carriente

Figura Il1. 4: Diagrama de blogues de un lector para dosimetros DTL.

Durante la lectura se suministra gas nitrogeno (N,) al modulo donde se encuentra la
plancheta. Esto permite disminuir la emision de radiacion infrarroja por la plancheta y evitar
que existan reacciones quimicas entre la plancheta y el aire debido a las altas temperaturas,
evitando la posible contaminacion de la superficie de los dosimetros.

Los parametros de operacion de un equipo lector son: el voltaje de operacién del tubo
fotomuliplicador, la rapidez de calentamiento de la plancheta, el tiempo durante el cual se integra
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la sefial termoluminiscente y la ventana de integracion, que es el intervalo de temperatura en el
cual se integra la sefial eléctrica proveniente del tubo fotomultiplicador.

Los niveles de energia de las trampas en un DTL dependen directamente del material de
que esté formado y de las impurezas que contenga; un mismo material puede tener varias trampas
con diferentes niveles de energia, lo cual implica que los portadores de carga son liberados a
diferentes temperaturas, por lo cual la emision termoluminiscente se presenta gradualmente
mientras se calienta el dosimetro, empezando por las trampas de menor energia. La relacion
entre la emision de luz y la temperatura de calentamiento se expresa en la curva de brillo del cristal,
que es una grafica en la cual el eje de las abscisas representa la temperatura de calentamiento vy el
eje de las ordenadas la sefial termoluminiscente. Cada curva de brillo depende ademas, del
tratamiento térmico previo a la irradiacion, de la rapidez de calentamiento, del campo de
radiacion y de la cantidad de dosis absorbida. En la figura 111. 5 se muestra una curva de brillo
formada por un conjunto de picos correspondientes a las diferentes trampas que existen en el
cristal de LiF.

LI e o I A B S B BN R BN BN N B N N B N B B B B BN B B N B B

400 -
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Seflal Termoluminiscente (u.a.)

3

0 100 200 300 400
Temperatura (°C)

Figura I11. 5: Curva de brillo tipica de un TLD-100 irradiado con rayos gamma emitidos por
una fuente de ®Co.

Al igual que muchos otros dosimetros, los DTL no son dosimetros absolutos, esto es, se
necesita calibrarlos en un campo de radiacion de referencia, bien caracterizado. De esta manera, se
obtiene una curva de calibracion para los DTL que permita determinar una dosis desconocida por
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medio de la respuesta termoluminiscente que presentan. La Figura Ill. 6, muestra una curva de
calibracion para TLD - 100 irradiados con rayos X de TANTOS kV... en la que se observa
la sefial termoluminiscente (TL), en funcion de la dosis, en un intervalo de dosis de 1 a 10 Gy
[Avila 01]. En la Figura Ill. 7, se presenta un diagrama de bloques que resume el proceso
para la determinacion de la dosis usando los dosimetros termoluminiscentes.
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Figura I11. 6: Curva de calibracion de TLD-100 irradiados con rayos X TANTOS kV....
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Figura Ill. 7: Diagrama de bloques que muestra el procedimiento para determinar la dosis usando

DTL.
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CAPITULO IV. RAYOS - X
IV.1 Equipo de Rayos X

Un equipo de rayos X se encuentra constituido, principalmente, de los siguientes
componentes: tubo de rayos X el cual contiene la fuente de electrones y el blanco dentro de una
envoltura de vidrio o metal al vacio; la caja del tubo proporciona blindaje y cuenta con un bafio de
aceite en el interior para el enfriamiento del tubo de rayos X; los colimadores definen el campo de
rayos X; el generador es la fuente de energia que proporciona el voltaje para acelerar los
electrones; el gabinete de control permite la salida de los rayos X seleccionando el voltaje,
corriente y tiempo de exposicion (dependiendo del equipo). Estos componentes trabajan en
conjunto para obtener un haz de rayos X bien definido en intensidad, penetrabilidad y distribucién
espacial [Bushberg 02]. A continuacidn nos enfocaremos en el tubo de rayos X que es donde se
producen los rayos.

IV.1.1 Tubo de rayos X

El tubo de rayos X proporciona un “ambiente” para la produccion de rayos X a través de
los procesos de formacion de la radiacion de frenado y de la radiacion caracteristica. Los
principales componentes son el catodo, anodo, rotor, capsula de vidrio (o metal) y la carcasa del
tubo (Figura IV. 1). Para imagenes de diagnostico, los electrones provenientes del filamento del
catodo son acelerados hacia el anodo por un voltaje pico (voltaje maximo) que varia de 20,000 a
150,000 Volts (20 a 150 kVp). La corriente del tubo es la rapidez del flujo de electrones del
catodo al &nodo, medido en miliamperes (mA), donde 1 mA = 6.24 x 10 *° electrones / segundo.

Para fluoroscopia, la corriente del tubo es de 1 a 5 mA tipicamente, y para radiografias, las
corrientes son de 100 a 1000 mA, empleadas en tiempos cortos de exposicion (menores que 100
ms). El kVp, mA y el tiempo de exposicion son los tres parametros principales que se pueden
seleccionar desde el tablero de control del generador de rayos X y determinan las caracteristicas
del haz de radiacion (calidad y cantidad) [Bushberg 02]..

IV.1.2 Consola del operador

En la consola del operador, se puede seleccionar el kVp, mA, y el tiempo de exposicion
(entre otros pardmetros). El kilovotaje pico (kVp), determina la calidad del haz de rayos X
(penetrabilidad), el cual es de utilidad para la imagen médica. La corriente del tubo (mA)
determina el flujo de rayos X (fotones por cm?) emitido por el tubo a un kVp y en un tiempo dado.
El producto de la corriente (mA) y el tiempo de exposicion (segundos) se expresa como
miliampere-segundo (mAs). Algunos generadores de rayos X, empleados en radiografia permiten
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la seleccion del kVp, mA y tiempo de exposicion de manera independiente, mientras otros sélo
permiten seleccionar el kVp y el mAs.

TOMA PERA LDE
CABLES DE ALTO VOLTAJE

& - So

Ca.JA TUBO
DEL TUBD DE RAYDE X
WEMTANA
DEL TUED

: electrones
anodo

tubo de vidrio
al vacio filamento
objetiva catodo
ventana

rayos X

Figura IV. 1: Componentes principales de un tubo de rayos X de radiodiagndstico.

IV.2 Produccion de Rayos X

Iv.2.1 Espectro de radiacion de frenado (Bremsstrahlung)

La conversion de la energia cinética de los electrones en radiacion electromagnética
produce rayos X, para que esto suceda es necesario aplicar un alto voltaje entre los dos
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electrodos (catodo y anodo) que se encuentran al vacio. El catodo (de carga negativa) es la
fuente de electrones; el anodo (carga positiva) es el blanco contra el que colisionaran los
electrones. La energia cinética adquirida por los electrones es proporcional a la diferencia de
potencial entre el catodo y el anodo, esto es una diferencia de potencial de 30 y 100 kilovoltaje
pico (kVp) son 30y 100 keV, respectivamente [Bushberg 02].

Al impactar los electrones en el blanco, una gran cantidad de energia se transforma en
calor (del 95 al 99 %), una fraccion muy pequefia de los electrones (dependiendo del material
del blanco y de la energia de los electrones incidentes) se acerca a los ndcleos de los atomos del
blanco, de tal manera que al interaccionar con las fuerzas Coulombianas se generan fotones de
rayos X con una energia igual a la perdida por los electrones en las interacciones; la radiacion
asi producida recibe el nombre de “bremsstrahlung” o radiacion de frenado [Bushberg 02].

La energia de los rayos X depende de la cercania con la que pasen los electrones del
nacleo atémico del blanco, siendo una energia mayor cuando se presenta un “impacto directo”
entre electron y nacleo. La probabilidad de que ocurra un impacto directo es muy pequefia
debido a las dimensiones atomicas, por esta razon hay una mayor produccion de rayos X de
energia baja y el numero de rayos X decrece linealmente con la energia de los fotones, (la
energia maxima de los rayos X producidos es equivalente al kVp aplicado al tubo, por ejemplo,
para 100 kV, la energia méxima de los fotones es de 100 keV). En la figura I1V. 2, se muestra un
espectro de rayos X de frenado con y sin filtro, producidos en un blanco de tungsteno. En la
actualidad, todos los equipos de radiodiagnostico cuentan con un filtrado inherente a fin de
atenuar los rayos X de baja energia que irradiarian la piel del paciente sin llegar a ser de
utilidad en la imagen médica. La energia promedio de un espectro de rayos X de frenado con
filtro es de un tercio a un medio del valor de la energia maxima de rayos X del espectro.

IvV.2.2 Espectro de rayos X caracteristicos

Cada electron de los atomos del blanco tiene una energia de “amarre” que depende de la
capa en la que se encuentre. La energia de amarre es mayor para los electrones que se
encuentran en las capas mas cercanas al nicleo atdbmico y decrece conforme se aleja de éste
como el inverso al cuadrado de la distancia de separacion.

Cuando la energia de un electron incidente excede la energia de amarre de un electrén
del atomo del blanco, es energéticamente posible, al ocurrir una colision entre ambos, que el
electrén del atomo salga expulsado ionizandolo. La capa incompleta es entonces inestable y
algun electron de las capas externas con menor energia de amarre llenard la vacante, la
transicion de este electron a un nivel menor de energia hace que la energia en exceso pueda ser
liberada como fotones de rayos X caracteristicos, con una energia igual a la diferencia de las
dos energias de amarre. Las energias de amarre son Unicas para cada elemento y por
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consecuencia su diferencia también lo es, de esta manera los rayos X producidos tienen
energias discretas caracteristicas de cada elemento. Por ejemplo, para el tungsteno, de la capa
L a la K hay una diferencia de 59.3 keV [Bushberg 02].

Pueden ocurrir muchas transiciones electrénicas ya sea desde capas adyacentes o desde
capas mas alejadas, lo que produce muchos picos discretos de energia que se sobreponen al
espectro continuo de bremsstrahlung (Figura 1V. 2). Los rayos X mas prevalecientes para
energias de radiodiagnoéstico resultan de las vacantes de la capa K, que son ocupadas por
electrones de las capas L, M y N.

Los rayos X caracteristicos generados, aparte de los de las transiciones de la capa K, son
de poca relevancia para radiodiagnéstico, ya que son atenuados casi completamente por la
ventana del tubo de rayos X o el filtro afiadido.

La produccion de rayos X caracteristicos en un tubo de rayos X es resultado en gran
parte de colisiones electron — electrén. Sin embargo, las colisiones de electrén — rayos X de
frenado, a través del efecto fotoeléctrico, también contribuyen a la produccién de los rayos X
caracteristicos.

Bremsstrahlung inicial Picos de rayos X

caracteristicos
T Espectro
30
- Ko
| s

/ \\“ -
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Cuentaz por canal (x1000})
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Figura IV. 2: Espectro de un tubo de rayos X con blanco de tungsteno operado a 87 kVp.
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CAPITULO V. EFECTOS BIOLOGICOS DE LA RADIACION IONIZANTE
V.1 Efectos Bioldgicos en Humanos de la Radiacion lonizante

Las primeras manifestaciones de los efectos de las radiaciones ionizantes sobre los
tejidos humanos, se observaron poco tiempo después del descubrimiento de los rayos X (1895) y
de la radiactividad natural (1896), la evidencia clinica de los dafios en la piel indicd que las
radiaciones pueden ser peligrosas, por lo que se inici6 el estudio de sus efectos en los seres
vivos. Han transcurrido mas de cien afios de manejo y aprovechamiento de las radiaciones
ionizantes, durante los cuales se ha mantenido el interés por estudiar esos efectos. Las
aplicaciones médicas y bélicas han estimulado fuertemente dichos estudios, se estima que
existe mayor informacion sobre los efectos para la salud debidos a la radiacion, que la asociada
con cualquier otro agente nocivo o peligroso [lturbe 02].

Se sabe que la energia transferida a cada &tomo o volumen pequefio del medio no es la
misma para todos, existe un valor promedio y una distribucion de valores alrededor de éste, la
energia promedio transferida por unidad de masa del medio es la dosis absorbida, los efectos
de la radiacion dependen de la cantidad de energia transferida o sea de la dosis absorbida, asi
como de la microdistribucion de esa energia, esto es, del tipo de radiacién que la depositd. La
energia transferida da lugar a la iniciacion de procesos fisicoquimicos como la produccion de
radicales libres, los cuales pueden desplazarse en el medio y originar cambios quimicos, como
la ruptura y modificacion de enlaces quimicos cuyas consecuencias se manifiestan cierto
tiempo después, especialmente en los seres vivos.

En las células, se desarrolla una actividad metabdlica que implica un constante
intercambio de productos quimicos entre los organelos celulares y con el exterior de la célula
misma, cuyo funcionamiento puede alterarse por los cambios quimicos originados por la
radiacion, por ejemplo una alteracion de la permeabilidad de las membranas puede atentar
contra el equilibrio del intercambio y dafiar a la célula severamente. Igualmente la radiolisis
del agua en el protoplasma produce especies quimicas que son toxicas (H,0,) o que inician
los cambios quimicos (radicales libres), a los que se suman las alteraciones que pueden sufrir la
enorme variedad de moléculas que se encuentran en el protoplasma. Si bien una dosis pequefia
puede producir una alteracion temporal recuperable, dosis mayores pueden conducir a la muerte
celular por intoxicacion u otras causas.

En el nucleo celular se encuentra la informacion genética codificada en el ADN, que
proporciona las instrucciones para la reproduccion celular y para la sintesis de proteinas. La
radiacion puede afectar partes vitales de la molécula de ADN y producir roturas en las cadenas
de aminoécidos, enlaces cruzados o alteracion en sus componentes, dando lugar a cambios en
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los cromosomas y a efectos genéticos. La célula tiene mecanismos de reparacion que pueden
corregir esas alteraciones. Si la reparacion es perfecta no habra consecuencias a largo plazo,
pero puede haber errores en el proceso y aun cuando se mantenga la integridad total del ADN,
pueden quedar modificaciones locales o bien desaparicion de genes y re-arreglos que se
manifiestan como aberraciones cromosomicas. Estos cambios pueden ser causa de los efectos
tardios observados en los seres vivos.

Las células que sufren dafios irreparables mueren o pierden su capacidad reproductiva,
las consecuencias se manifiestan a corto o mediano plazo segun la rapidez de reproduccion
celular en cada tejido, el niUmero de células que mueren depende de la dosis y, si es muy alto,
afectara severamente la funcion del tejido u organo, asi como la de otros 6rganos,
particularmente cuando el tejido es glandular. Si el dafio es muy severo y los dérganos
afectados son vitales, se puede producir la muerte del organismo.

V.2 Efectos Deterministas y Estocasticos

Para fines de proteccion radiologica los efectos de la radiacion en sistemas biologicos
se clasifican en deterministas y estocasticos.

Los efectos deterministas (antes denominados no estocasticos), son los producidos en
el tejido irradiado, generalmente por dosis altas, cuya severidad depende de la dosis recibida y
para los cuales existe un umbral, esto es, un valor de la dosis por debajo del cual no se
produce el efecto. Entre los efectos deterministas pueden mencionarse la esterilidad, las
cataratas, el abatimiento de la funcion hematopoyética de la médula ésea roja, asi como las
lesiones con posterior necrosis debida a dosis altas (> 4 Gy) [UNSCEAR 2000]

Los efectos estocasticos son los que se originan cuando la radiacion produce
alteraciones en el cddigo genético de las células, la probabilidad de que se presente el efecto
depende de la dosis, no existe umbral y la severidad del mismo no es funcion de la dosis,
pues aun a bajas dosis puede llegar a producirse, aunque la frecuencia de esos casos es reducida.
Entre los efectos estocasticos producidos por RI se encuentran: la leucemia, los distintos tipos
de cancer, los desordenes hereditarios y las alteraciones en el desarrollo de embriones y fetos
por irradiacién prenatal. En la Figura V. 1, se representa la relacion de la probabilidad de
producir algun efecto estocastico respecto de la dosis de radiacion.
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Figura V. 1: Relacion de la Dosis de Radiacion lonizante respecto a la Probabilidad y Severidad de que ocurra
algun efecto estocastico.

El tiempo que transcurre desde la irradiacion hasta la manifestacion del efecto estocastico
(periodo de latencia), es muy variable, en humanos tiene una mediana de alrededor de 8 afios para
la leucemia, para muchos tumores sélidos es el doble o el triple. Para leucemia aguda mieloide y
para osteosarcomas inducidos por ?’Ra, el periodo minimo de latencia es de 2 afios, para otros
tumores entre 5y 10 afios [UNSCEAR 2000]. Este periodo también se encuentra influido por la
edad en el momento de la irradiacion y por muchos otros factores como la rapidez de dosis, la
LET (siglas en inglés de Transferencia Lineal de Energia) ° de radiacién y algunos factores del
ambiente celular, como la presencia de sustancias quimicas que actian como activadores o
inhibidores, y que aceleran o retardan el desarrollo del tumor.

Se supone que el riesgo de induccion de cancer es proporcional al nimero de células
irradiadas en un 6rgano o tejido y depende de la distribucion de la dosis. Si existiera
informacion sobre la incidencia de cancer inducido por radiacién, a los niveles de dosis
que son de interés para la proteccidn radiologica (de 5 a 50 mSv, aproximadamente de 5 a 50
mGy para radiacion de baja LET), no existiria preocupacion por determinar si existe un umbral
para los efectos estocasticos, ni por la forma de la curva dosis — respuesta o del efecto de la
rapidez de dosis, sin embargo, debido a que so6lo se tiene informacion confiable para valores
altos de la dosis (considerados de 200 mGy en adelante), deben emplearse los pocos datos
experimentales, la limitada experiencia con humanos y las consideraciones tedricas, a fin de
establecer una relacion dosis — respuesta confiable, para la incidencia de cancer en humanos,
debida a bajas dosis.

® LLa Transferencia Lineal de Energia, se considera como la cantidad de energia depositada por unidad de longitud en
la trayectoria de una particula cargada, se expresa en unidades de keV/um, o de eV/cm. En general, radiaciones de
“alta LET” (particulas alfa, protones, etc.) producen mucho mas dafio a los tejidos que las radiaciones de “baja LET”
(electrones, particulas ™y -, rayos X y gamma).
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V.3 Modelo Cuadratico Lineal sin Umbral

Las células de mamiferos poseen sistemas enzimaticos que reconocen y corrigen dafios
en el ADN y algunos de estos sistemas parecen funcionar mejor después de una dosis pequefia,
estimulante, dada a baja rapidez de dosis [U2000 — F], lo que supone una respuesta diferente
cuando la dosis se da con baja rapidez de dosis que cuando se da con alta rapidez de dosis; esto
introduce un factor que modifica la respuesta a bajas dosis respecto de la proporcionalidad
directa representada en la Figura V. 1. Para la proteccion radioldgica el problema radica en
definir el comportamiento de la induccién de cancer por radiacion entre las dosis muy bajas
y los valores conocidos a dosis altas, la primera aproximacion y la mas conservadora es
la extrapolacion con una recta desde los valores observados a alta dosis hasta el origen,
(recta B de la Figura V. 2), sin embargo la informacién experimental de la relacién dosis
— respuesta y la revision de la influencia de la rapidez de dosis, han conducido a la
conclusién general de que la forma de la curva es lineal cuadratica, (curva A en la Figura V. 2).
La curva dibujada sigue la ecuacion: E = aD + pD?, donde E representa la incidencia del efecto, D
la dosis, oy B son constantes [lturbe 02].

INCIDENCIA DE CANCER

DOSIS ABSORBIDA

Figura V. 2: Relacion dosis — respuesta para induccion de cancer. La simbologia se explica en el texto.

A muy bajas dosis (<1 mGy), la respuesta es lineal porque la contribucion del término
cuadratico es despreciable, conforme aumenta la dosis esta contribucion gana importancia y la
curva se eleva, al final de la curva la probabilidad de un cancer disminuye por la abundante
muerte celular a dosis muy altas. La parte inicial de la curva es recta, (se muestra el ajuste de la
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recta C), tiene una pendiente o, que es menor que la pendiente o, de B, por un factor de
efectividad de dosis y rapidez de dosis (FEDRD, DDREF por sus siglas en inglés) que la NCRP
(National Council of Radiological Protection and Measurements) considera que esta entre 2 y 10,
para diferentes tipos de tumor y para el acortamiento de la vida en animales [NCRP 87]. La
ICRP (International Commission of Radiological Protection) recomienda que para propdsitos de
proteccion radiologica se use un valor FEDRD = 2, reconociendo que el valor puede ser un
poco arbitrario pero conservador.

Las consideraciones tedricas y la mayoria de los datos experimentales no apoyan la
posibilidad de un umbral para la induccién de cancer por radiacion de baja LET, sin embargo,
en caso de existir, tendria un valor de dosis muy pequefio para tumores en humanos.
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CAPITULO VI. DOSIS BAJA Y EFECTO DE TASA DE DOSIS

V1.1 Dosis Bajas de Radiacion lonizante

Segun el UNSCEAR (acrénimo de United Nations Scientific Committee on the Effects
of Atomic Radiation) una dosis baja de radiacion ionizante, es aquella en la que resulta muy
improbable que ocurra mas de un evento de absorcion de energia en las partes criticas de la
célula y que la dafie durante el tiempo en el que pueden operar en ella sus mecanismos de
reparacion. Cuantitativamente se considera menor que 200 mGy. [U2000 — G].

Los organismos dedicados a la proteccion radioldgica utilizan la hipotesis conservadora
de que incluso a dosis muy bajas 0 moderadas, la radiacion ionizante (RI) aumenta la
probabilidad de desarrollar cancer, y que ésta aumenta proporcionalmente con la dosis recibida
(hipdtesis lineal sin umbral). Esta hipotesis explica el modelo de la carcinogésis, indicando que
un Unico impacto de la RI en la célula puede causar una alteracién, originando una mutacion,
que posiblemente sea la primera célula cancerosa de un tumor [Brenner y Elliston 04].

La estimacion del riesgo para dosis bajas se basd en la extrapolacion de los datos
obtenidos a dosis elevadas, utilizando el modelo lineal sin umbral. Este modelo asume que la
respuesta celular, incluyendo la reparacion del ADN, operan eficientemente igual a dosis altas
que a dosis bajas de radiacion [U2000 - G].

Actualmente se han desarrollado varios modelos mediante los cuales se pretende
explicar los efectos en la salud de las dosis bajas de la RI. Pierce y Preston (1996) plantearon
dos propuestas: la primera menciona que no existen dosis completamente seguras y el uso de la
RI se debe determinar con base en el riesgo / beneficio. La segunda propuesta indica que los
riesgos no se pueden medir y por lo tanto son inexistentes.

En el 2003 [Brenner y col., 03], realizaron diferentes extrapolaciones de los datos
epidemioldgicos a dosis altas para poder explicar el posible efecto mutagénico y carcinogénico
de dosis bajas de RI, plantearon 5 posibles modelos (ver Figura V1. 1). El primer modelo (curva
a) muestra una relacion lineal sin umbral dosis — efecto, es decir a mayor dosis mayor efecto.
En un segundo modelo (curva b) se observa una curva supralineal y se han considerado varias
interpretaciones para este modelo. La primera interpretacion indica la existencia de una
poblacién pequefia de individuos del total de la poblacion que son denominados hipersensibles
a la RI; la segunda interpretacion se explica en términos de radio — resistencia denominada
también respuesta adaptativa, la cual indica que después de una primera dosis de radiacion
(generalmente < 0.1 Gy) disminuye la radiosensibilidad a una subsecuente exposicion,
comprometiéndose probablemente algun mecanismo de reparacion del ADN; y una tercera
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interpretacion que explica el efecto bystander, el cual considera que las células dafiadas pueden
transmitir factores que dafian a las células adyacentes que no fueron directamente afectadas por
la RI. En un tercer modelo (curva c) no se presenta umbral a partir del cual se pueda decir que
hubo un efecto, por lo tanto no se puede medir la dosis minima que produce un efecto. El cuarto
modelo (curva d) explica que para poder observar un efecto se debe superar el umbral de dosis.
En el quinto modelo (curva e) se observa una respuesta hormetica, la cual ocurre si una dosis
de radiacion reduce la incidencia de algun efecto deletéreo. Las graficas de estas propuestas se
pueden observar en la figura V1. 1.
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Figura V1. 1: Representacion esquematica de los cinco posibles modelos de desarrollar cancer por dosis
bajas de radiacion ionizante [Brenner y col., 03].
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V1.2 Tasa de dosis

Se ha mostrado que la rapidez de dosis (tasa de dosis) a la que se imparte la radiacién de
baja LET, afecta la magnitud del dafio bioldgico producido. Se ha experimentado con una gran
variedad de pardmetros biol6gicos como son: aberraciones cromosomicas, proliferacion celular,
reparacion celular, frecuencia de micronucleos, transformacién neoplastica, etc. [U2000 - G].
En general, altas tasas de dosis son mas efectivas en la produccion del dafio bioldgico que bajas
tasas, para una misma dosis total.

El efecto de tasa de dosis se refiere al cambio en la sensibilidad celular cuando se varia
la tasa de dosis. La mayoria de los estudios realizados en el efecto de tasa de dosis han
mostrado que al reducir la tasa de dosis disminuye el efecto biolégico [Hall 2000], esto implica
que cuando la rapidez de dosis disminuye, se tendria que aumentar la dosis para obtener el
mismo efecto bioldgico. En un gran numero de estudios, las dosis empleadas han sido mayores
que 1 Gy.

Sin embargo, en algunos experimentos con cierto tipo de lineas celulares [Witcosfski y
col., 74]; [Mitchel y col., 79]; [Amudson y Chen 96]; [Widel y col., 98], al tener un decremento
de la tasa de dosis y permitir que las células contintien su ciclo hasta llegar a la fase G2, la cual
es una fase radiosensible, se observa que la curva de sobrevivencia disminuye mas rapidamente
conforme se aumenta la dosis, que si se hiciera la irradiacion con un valor de tasa de dosis mas
alto, a esto se le llama el efecto de tasa de dosis inverso [Hall 2000].

En algunos casos, no hay presencia del efecto de tasa de dosis, dependiendo del tipo de
parametro biologico medido y/o del tipo de sistema biologico empleado. [Konig y Kiefer 88],
[Kreder y col., 04], [Vral y col., 92], cabe mencionar que en los casos anteriores, las
irradiaciones se realizaron con diferencias de tasas de dosis de 2 a 3 6rdenes de magnitud y
dosis mayores que 1 Gy.
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CAPITULO VII. SINDROME DE INESTABILIDAD CROMOSOMICA

VI1.1 Sindrome de Inestabilidad Cromosomica (SIC)

Los SIC son un grupo de enfermedades generalmente con herencia autosémica
recesiva, que presentan un fenotipo clinico caracteristico, una alta frecuencia de alteraciones
cromosomicas y una mayor predisposicion al cancer [Salamanca 90].

Una de las caracteristicas moleculares comunes de los SIC es que presentan
deficiencias para mantener la integridad gendmica, que produce una acumulacién de dafio en
el ADN, lo cual promueve la transformacion celular y la neoplasia [Taylor 01]. También
presentan anormalidades estructurales en los cromosomas que son ocasionadas por la accion
de los agentes mutagénicos como la RI que produce rompimientos, los cuales se manifestaran
en una sola cromatide si el dafio ocurrié después del periodo de replicacion del ADN, o en
ambas cromatides si la lesion fue sufrida en el periodo presintético [Salamanca 90].

En 1968 Cleaver publico un trabajo en el que se da a conocer que los fibroblastos en
cultivo procedentes de un paciente afectado de Xeroderma Pigmentosum (XP) no eran capaces
de llevar a cabo la reparacion por escision de nucleétidos después de la exposicion a la
radiacion ultravioleta [Cleaver 68]. Este tipo de trabajo sirvio para estimular el interés de
investigar la respuesta a los agentes genotdxicos de las células de personas afectadas con
distintas enfermedades hereditarias, en especial con aquellas enfermedades que estan
asociadas con anomalias cromosomicas 0 con una elevada incidencia de neoplasias.

Los SIC tienen una entidad clinica variable y un incremento en la frecuencia de
neoplasias. Entre ellos se encuentran aquellos en los que la alteracion se ha encontrado en un
solo gen como la Ataxia Telangiectasia (AT), el Sindrome de Bloom (SB) y el Sindrome de
Nijmegen (SN) asi como aquellos en los que se ha encontrado que la alteracion se presenta en
un gen que pertenece a una via compuesta por varios genes y presentan heterogeneidad
genética como la Anemia de Fanconi (AF) con 8 genes identificados y el XP con 7 genes
identificados [Salamanca 90]; [Taylor 01]; [Digweed 03]. Probablemente los genes de
inestabilidad cromosdmica estan involucrados principalmente en la reparacion del dafio al
ADN. Es también importante el papel que desempefian en la regulacién de la proliferacion y
en los puntos de control del ciclo celular [Taylor 01].

Los pacientes con AF, presentan pancitopenia progresiva debido a la disminucién de
medula ésea, retraso mental, talla baja, anomalias esqueléticas, hiperpigmentacion, anomalias
renales, genitales y oculares. Las células de los individuos con AF presentan una elevada
frecuencia de aberraciones cromosomicas espontaneas, con la presencia de cromosomas
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dicéntricos, fragmentos y figuras tri-, tetra-radiales asimétricas, porque involucran
cromosomas no homologos. La frecuencia de estas alteraciones se incrementa en forma
notable cuando las células se exponen a la accion de distintos agentes mutagénicos y
carcinogeénicos, en especial de aquellos que producen enlaces cruzados en el ADN, tales como
la mostaza nitrogenada, la mitomicina-C o metilmetano-sulfonato. Las células de AF también
son muy sensibles a la accion letal de estos agentes, pero no al dafio en el ADN producido por
la radiacion UV o la ionizante [Salamanca 90]; [Paz y col., 02].

Los pacientes con SB se caracterizan por un peso notablemente bajo al nacer y un
crecimiento raquitico, sensibilidad de la piel a la luz solar, mancha facial en mariposa, tienen
la cabeza alargada y son muy susceptibles a las infecciones. Las células de SB presentan un
nimero muy elevado de rupturas y reordenaciones cromosémicas tetra-radiales simétricas
entre cromosomas homoélogos y presentan un aumento de intercambios de cromatidas
hermanas de 10 a 15 veces mayor que la frecuencia en las células normales [Salamanca 90];
[Taylor 01].

El sindrome de XP desde el punto de vista clinico, se caracteriza principalmente por
una extrema fotosensibilidad de las regiones expuestas de la piel, los ojos y la lengua. Esta
enfermedad se produce como consecuencia de las diferentes alteraciones en los mecanismos
de reparacion del ADN dafiados por la luz UV. En la exposicion de estos pacientes a la luz
solar, su piel presentard eritema, seguido por atrofia, telangiectasias, desencadenandose en
cancer de piel. Ademas presentan microcefalia, deficiencia mental progresiva, anomalias en el
desarrollo sexual, sordera, coreoatenosis, ataxia y arreflexia. Existen 9 subtipos clinicos de la
enfermedad que incluyen formas cutaneas y neuroldgicas [Salamanca 90]; [Taylor 01]; [Paz y
col., 02].

Los pacientes con SN se caracterizan por presentar microcefalia, cara de pajaro, talla
corta, inmunodeficiencia combinada acompafada de infecciones recurrentes. Los linfocitos de
estos pacientes presentan frecuentemente aberraciones cromosomicas como inversiones y
traslocaciones. Son particularmente sensibles a la Rl y a quimicos como la bleomicina que
producen dafio a nivel de la doble hebra del ADN. Aproximadamente el 40% de los pacientes
desarrollan un linfoma antes de los 20 afos de edad [Shiloh 97]; [Taylor 01].

El sindrome de AT también se puede mencionar dentro de las enfermedades
hereditarias caracterizadas por presentar respuesta celular defectuosa en el dafio al ADN y una
elevada incidencia de desarrollar cancer. En el siguiente capitulo, este sindrome sera tratado
mas ampliamente.
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CAPITULO VIII. ATAXIA TELANGIECTASIA

VIII1 Ataxia Telangiectasia

La Ataxia Telangiectasia o sindrome de Louis-Bar es un sindrome progresivo y
degenerativo que afecta a una variedad de sistemas en el cuerpo, suele iniciarse durante la
nifiez. Los pacientes con AT parecen normales en el nacimiento, generalmente las primeras
sefiales de la patologia aparecen durante el segundo afio de edad. La Dra. Elena Boder en 1957
acufio el nombre de AT, por las dos caracteristicas clinicas mas resaltantes de esta enfermedad.
La palabra ataxia describe la marcha inestable de los pacientes, debido a la pérdida del control
de los movimientos voluntarios, como el caminar y el hablar, lo cual se debe a la pérdida
gradual de las células de Purkinje en el cerebelo, que es la parte del cerebro involucrada con la
coordinacion motora y usualmente es el primer signo clinico. La palabra telangiectasia
describe a la red de vasos sanguineos de pequefio calibre que se encuentra en las conjuntivas,
en la superficie de las orejas y en las mejillas expuestas a la luz solar [Boder, 85]; [Savitsky y
col., 95]; [McKinnon, 04].

Los nifilos con AT en un 70% aproximadamente presentan inmunodeficiencias, con la
disminucion de los niveles de IgA, IgE e 1gG2, que normalmente desencadena infecciones
respiratorias reincidentes. Tienden a desarrollar neoplasias en el sistema sanguineo con una
frecuencia 1000 veces mayor que la poblacion en general, presentan incidencia incrementada
de cancer del tipo linfomas no-Hodgkin y leucemias, la mayoria es de tipo linfatico [Shiloh,
95]. Por la extrema sensibilidad a la RI que presentan estos pacientes no pueden tolerar la
radiacion terapéutica como tratamiento al cancer y esta radiosensibilidad esté relacionada con
la reparacion defectuosa del dafio al ADN [Savitsky y col., 95]. Las caracteristicas como la
inestabilidad cromosomica y la radiosensibilidad parecen estar relacionadas con la activacién
defectuosa de los puntos de control del ciclo celular [Lavin y Khanna, 99]. La esterilidad
resulta de defectos tempranos en la meiosis que involucran eventos de recombinacion genética
[Barlow y col., 97]. Otros rasgos como telangiectasia ocular y resistencia a la insulina son mas
dificiles de relacionar con la respuesta defectuosa al dafio del ADN [McKinnon, 04].

Ademas de estas caracteristicas principales, algunos pacientes con AT pueden padecer
de diabetes mellitus, encanecido prematuro de cabello, dificultad para masticar que causa
ahogo y retraso en el crecimiento. A pesar de ser un desorden multisistémico, los pacientes
mantienen la inteligencia normal o incluso mayor que la normal [Savitsky y col., 95].

En las células de los pacientes con AT se ha encontrado menor cantidad de
aberraciones cromosdmicas que en los de AF y el SB. Se ha observado que los cromosomas 7
y 14 son los méas afectados con aberraciones del tipo de inversiones y de traslocaciones,
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encontrando inv(7), inv(14), t(7;14) o t(14;14). Los sitios de rompimiento mas frecuentes son:
7pl4, 7935, 14912 y l4qter, 2pll, 2pl2, 22q12, 22q13. Todos estos sitios de rompimientos
corresponden a la localizacion de los genes de las inmunoglobulinas, de los receptores de los
antigenos de linfocitos T o de los antigenos leucocitarios. Esto sugiere el rearreglo de estos
genes durante la maduracion linfocitica, los cuales requieren del corte y replicacion del ADN,
lo cual probablemente explique la inmunodeficiencia caracteristica de este sindrome [Lavin y
Khanna, 99]; [Gatti y col., 01] y [Lavin y col., 04].

La causa principal de muerte en los pacientes con AT es la neumonia y las
enfermedades del pulmon crénicas, que resulta de aspiraciones por defectos del masticar o del
tragar debido al dafio neuroldgico progresivo [Lefton-Greif y col., 2000]. Esta disfuncién
también estd acompafiada del aumento en la incidencia de neoplasias del sistema
linforreticular como las leucemias y los linfomas [Gumy y col., 04]. Aproximadamente un
10% de los individuos con AT desarrollan neoplasias antes de los 20 afios de edad. La
incidencia global de cancer es muy elevada [Morrell y col., 86]. EI gen ATM mutado esta
estrechamente relacionado con el desarrollo de cAncer de mama [Angele y col., 03].

Estudios epidemioldgicos indican que la AT es un sindrome raro que se ha estimado
que ocurre en un rango entre 1 en 40 000 a 1 en 300 000 por nacimiento en las poblaciones de
los EEUU y de Europa, respectivamente [Angele y Hall, 2000]. Del 0.35% al 1% de la
poblacion en general es heterdciga para el gen ATM con algunas variaciones en diferentes
poblaciones étnicas [Bretsky y col., 03] y [Swift y col., 86].

VIII. 1. 1. — Caracteristicas de las Células de AT.

Las células provenientes de los pacientes con AT son hipersensibles a la RI [Lavin 99]
y a las drogas radiomiméticas como la bleomicina [Cohen y Simpson 83]. Presentan
inestabilidad cromosomica, anormalidades en la recombinacion genética y alteraciones en los
procesos de detencidon en el ciclo celular [Gatti y col., 91] y [Lavin y Khanna, 99].

VIII. 1. 2. - El Gen ATM.

El gen mutado en AT es Ataxia telangiectasia mutado (ATM) y fue clonado en 1995.
Este gen se localiza en el cromosoma 11922-23 y esta compuesto de 66 exones de los cuales
62 codifican para un mARN de 13 kb [Shiloh 03]; [Lavin 99].
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VIII. 1. 3. — La Proteina ATM.

La proteina ATM es miembro de la familia PI3K, se localiza principalmente en el
nucleo, posee una masa molecular de 350.6 kDa de aproximadamente 3056 aminoacidos. Es
una proteina grande que posee un grupo C-terminal similar al de otras proteinas de la familia
PI3K, como ATR y ADNPK [Shiloh 03].

Estructuralmente la proteina ATM estad formada por tres dominios principales (ver
figura VIII. 1): un dominio FAT que es comun en otras proteinas relacionadas como FRAPP/
ATM/ TRRAP, un dominio PI3K en el cual se ubica el grupo N-terminal entre los residuos de
los aminoacidos 2855-2875, esta region es requerida para la activacion de p53 en respuesta al
dafio del ADN y un dominio FATC en el cual se ubica el grupo C-terminal de
aproximadamente 350 aminoacidos [Turrence y col., 01].

Leucine . . ATP -
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binding zipper 1373 — 1382 binding
82.89 1281-1238 DPAPNPPHPPSH 2716-2730 FACT
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ATM 3056aa 1981 AT PIZK
Substrate 41
binding
2855-2875 PTS1
SVATSSIVGYIL 3045-3056
GLGORHVON LSRLFPG
WKAWV
aa
| | | |
1 1000 2000 3000

Figura VIII. 1: Proteina ATM indicando sus tres dominios principales y varios dominios supuestos [Lavin
y col. 04].

VIII. 1. 4. — La Proteina ATM Regula los Puntos de Control del Ciclo Celular.

La radiosensibilidad en las células de AT parece no deberse a los defectos en la
habilidad de reparar la ruptura de las hebras del ADN o por el dafio excesivo en el ADN, sino
mas bien a defectos en la monitorizacidon o seleccion para captar la sefial de la ruptura o de
dafio en el ADN [Laviny col., 04].

38



Para que la célula pueda sobrevivir después de la ruptura de la doble hebra del ADN
ocasionado por la RI, es importante la inhibicion del ciclo celular a través de la activacion de
los puntos de control en el ciclo celular, los cuales detienen la proliferacion celular [Angele y
col., 03].

Los factores involucrados en la respuesta del dafio al ADN estan intimamente
relacionados con la activacion de los puntos de control, porque varios sustratos ATM son muy
importantes en el ciclo celular. Se ha observado en las células aisladas de los pacientes con
AT, alteracion en los puntos de control del ciclo celular, por ejemplo en la proteina p53 que es
requerida para activar el punto de control G1/S y la proteina Chk2 para actuar en G2/M, ambas
proteinas estan inducidas por el dafio al ADN [Khanan y col., 95]; [Meyn 95].

En cultivos celulares de linfocitos, se ha observado que las células AT no expuestas a
RI, presentaron una menor tasa en la sintesis del ADN y una fase S mas larga en el ciclo
celular, mientras que la mayoria de las células de AT irradiadas fueron significativamente mas
resistentes a la inhibicion en la sintesis del ADN provocado por la RI [Ford y Lavin, 81].

En varios estudios se ha reportado una acumulacién de las células en la fase G2, al
exponer las células de AT a la RI, [Khanan y col., 95], mientras que otros estudios sugieren un
retraso tanto en G1 como en la fase S [Lavin 99]. Se ha demostrado, que en un tiempo corto
después de la irradiacion, las células de AT presentan un blogueo reducido en G2, pero
posteriormente (posiblemente después de que el dafio en el ADN haya sido procesado
incorrectamente) el bloqueo en G2 se prolonga [Beamish y Lavin 94].

Cualquier alteracién en los puntos de control en las células de AT después del dafio al
ADN por la RI, es ocasionada por una fosforilacion defectuosa en las proteinas que son
sustratos de ATM, debido a que ATM no podréa activarlos para que realicen sus funciones de
reparacion del ADN [Motoyama y Naka 04]. Se ha observado que la proteina BRCA1 que
incrementa el riesgo de desarrollar cancer en los pacientes con AT, al no ser fosforilada
adecuadamente por la proteina ATM, va a permitir el desarrollo del cancer [Lavin y col., 04].
Estas proteinas estan asociadas con la respuesta del dafio al ADN [Ball y Xiao 05].

VIII. 1. 5. — Funciones de la Proteina ATM.

La proteina ATM esta localizada en el nicleo y en el citoplasma de las células; se ubica
principalmente en el ndcleo y en menor proporcion se encuentra en el citoplasma en vesiculas
[Turrence y col., 01]. La ausencia de la proteina ATM nuclear bloguea la respuesta del dafio al
ADN y el ATM citoplasmatico de cierta manera es responsable de la respuesta a
intermediarios reactivos como el oxigeno, que son productos del metabolismo o del
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mecanismo de defensa a agentes extrafios, por lo que se considera que las células de AT estan
en constante estrés oxidativo [Lavin y col., 04] y [Barlow y col., 97].

En condiciones normales la proteina ATM participa en la deteccion y la reparacion del
dafio al ADN, como en el control del ciclo celular, enviando a las células que no pudieron
reparar el dafio del ADN a muerte celular programada (apoptosis). Posiblemente la proteina
ATM en la apoptosis genere inactivacion de la proteina cinasa que actia en la capacidad de
unién del ADN, previniendo la reparacion y la sefializacion de dafio al ADN [Angele y Hall
2000].

La proteina ATM desempefia un papel importante en la respuesta celular, al captar la
sefial de la ruptura de la doble hebra del ADN [Shiloh 03]. La falta de una respuesta normal
del gen ATM puede romper el rearreglo de los genes que codifican a inmunoglobulinas y
causar la inestabilidad gendémica, que finalmente generara un cancer [Lavin y col., 04]. La
proteina ATM también es requerida para el procesamiento de las rupturas de las hebras del
ADN que ocurren en procesos enddgenos como la meiosis o la replicacién, en la exposicién a
agentes externos como la RI, en la maduracion del sistema inmune y en el mantenimiento de
telomeros [Angele y col., 03]. La alteracion de ATM por la RI, puede ser responsable de
cualquier anomalia en la activacion mdltiple de los puntos de control del ciclo celular e inducir
a una reparacion defectuosa del ADN. Se ha observado que por accion de la Rl no se
incrementan los niveles de la proteina ATM, lo que se incrementa o altera es la funcion cinasa
de la proteina [Khanna y col., 98].

VIII. 1. 6. — Mecanismo de Accion de la Proteina ATM.

La proteina ATM es una proteina cinasa serina/treonina que después de captar la sefial
de la ruptura de la doble hebra del ADN (probablemente ocasionado por la RI), se
autofosforila e inicia la cascada de sefializacion a través de la fosforilacion de otros sustratos
[Kastan y Lim 2000]. Los sustratos de ATM son reguladores del ciclo celular que se activan
en respuesta a la produccion de dafio en el ADN.

Entre los sustratos se encuentran proteinas como: p53, RPA, Chk2, Chk1, c-Abl, NF-
kB y BRCAL [Angele y Hall, 2000]. La mayoria de estos sustratos participan en la reparacion
de la ruptura de la doble hebra del ADN, la minoria realiza esta funcion como tarea principal
ya que, ademas, participa en otras funciones para mantener la estabilidad celular [Khanna
2000].
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La cascada de sefializacion activada por la Rl es dirigida principalmente por las
proteinas ATM y p53. La proteina ATM es activada en las fases S y G2, y también es reque-
rida en el punto de control G1/S y en la recombinacion homologa [Kurz y Lees-Miller 04].

La actividad cinasa asociada a la proteina ATM fosforila a una Ser-15 en p53,
produciendo un incremento en la concentracion intracelular de p53 como consecuencia de
tratar de mantener la estabilidad en la célula. También se ha reportado la desfosforilacion de la
Ser-376 en la porcion C-terminal de p53 que es dependiente de ATM [Angele y Hall, 2000].
En otro estudio, se observo la induccion normal de p53 en las células expuestas a la UV y una
inhibicion de p53 en las células expuestas a la RI [Kastan y col. 91]. En las células con AT la
activacion de p53 es minima, ocasionando alteracién en los puntos de control G1/S y G2/M
del ciclo celular [Lavin y col., 04].

La proteina p53 es un activador transcripcional presente en muchos genes incluyendo el
gen WAF1/CIP1, el cual codifica a p21 que es un inhibidor cinasa y desempefia un papel
importante en el ciclo celular. La proteina p21 se une al complejo cinasa cdk2-ciclina E y por
inhibicion de este complejo evita la progresion de la célula de G1 a la fase S, indicando que la
proteina ATM esta involucrada en el control de la sintesis del ADN [Ko 96].

El complejo heterodimérico RPA es fosforilado en la subunidad 34 Kd por la accion de
la proteina ATM. Este complejo es un efector importante en el punto de control en la fase S,
que permite la reparacion de la ruptura en la doble hebra del ADN, antes de que la célula inicie
la replicacién del material genético [Khanna 2000].

La cinasa Chk2 es activada por la proteina ATM y va a fosforilar a p53 en la Ser 20
para favorecer la estabilizacién de p53 [Matsuoka y Huang 98]. La expresion de la cinasa
Chk1 es dependiente del ciclo celular pero independiente de la proteina ATM, ambas proteinas
cinasas Chkl y Chk2 también son llamadas hCDs1 y actian como reguladores en el punto de
control G2/M del ciclo celular [Angele y Hall 2000].

Se ha observado que ATM interacciona con una tirosina cinasa c-Abl, que es activada
por sefiales independientes de la radiacion como estrés y regula el ciclo celular a traves de
caminos independientes a p53 [Lavin y col., 04]. La radiacién induce a la activacion de ATM
que junto a c-Abl forman un complejo con las proteinas rad51 y rad52; este complejo participa
en la reparacion del dafio al ADN [Khanna 2000].

Otro blanco para ATM es IkB-a, el cual esta asociado con NFkB en el citoplasma, el
cual, después de la exposicion a la radiacion ionizante 1kB-o es fosforilado y disociado de
NFkB. EI NFkB nuevamente entra al nlcleo y actia como un activador transcripcional de
varios genes y desempefia un papel importante en la proteccion celular contra una variedad de
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estimulos apopt6ticos, también participa en la reparacién del dafio al ADN; la inhibicion de
NFkB puede desencadenar la radiosensibilizacion de la célula [Nanxin y col., 01]. Se ha
observado que la proteina ATM es requerida para la fosforilacion de BRCAL inducida por la
radiacion ionizante [Cortez y col. 99].

Las proteinas BRCA protegen al genoma de las consecuencias de la RI, ya que permi-
ten detener el ciclo celular y promueven la reparacion del ADN [Wilson y Elledge 02].
BRCA1 y BRCAZ2 son importantes para mantener la estabilidad gendémica a través de la re-
combinacion homologa, de la trascripcion y de la reparacion en la doble hebra del ADN, estas
funciones sugieren que participan junto a otras proteinas como Rad51 [Venkitaraman 01].

La proteina BRCA1 esta implicada en la regulacién transcripcional de varios genes en
respuesta al dafo radioinducido al ADN, que incluye a p21 que es un inhibidor ciclina-cinasa
y a un supresor de tumores GADD45, estas dos proteinas (BRCAL1 y BRCA2) son los blancos
de p53 [Li y col., 99]. Se ha sugerido que BRCA1 regula el ciclo celular mediante la
fosforilacion, que por su actividad cinasa enddgena, hiperfosforila al complejo de ciclina cdk2,
el cual controla la transicion de G1-S, también se ha reportado que participa en la
desfosforilacion de las proteinas que participan en la fase M del ciclo celular [Ruffner y col.,
99] y que BRCAL1 puede detener el ciclo celular en la fase S cuando existe dafio en el ADN y
participa en el punto de control G2/M [Aprelikova y col., 99].

La proteina BRCA2 a diferencia de la BRCA1 parece no tener un efecto marcado en el
control del ciclo celular [Patel y col., 98] y el mecanismo con el que actia BRCA2 aun no se
conoce bien. Sin embargo algunos autores indican que la BRCA2 esta involucrada en la
regulacion de la progresion de la metafase en la division celular y que de cierta manera
desempefia una funcion importante en la respuesta al dafio del ADN [Futamura y col., 2000].
Otros autores proponen que la BRCAZ2 es esencial en la reparacion de la ruptura de la doble
hebra del ADN [Welcsh y col., 2000]. Se ha observado que las células que contienen proteinas
truncadas de BRCA2 presentan una acumulacién progresiva de aberraciones cromosémicas,
que originan estructuras cromosémicas tri- y tetra-radiadas [Patel y col., 98], que son similares
a las observadas en la AF y en el SB que indican los defectos en la recombinacién mitética
[Venkitaraman 01]. En un estudio reciente en el subgrupo FANCD2 de la AF se observo que
la proteina BRCAZ esta involucrada en la recombinacién homdéloga en respuesta a la ruptura
de la doble hebra del ADN ocasionado por RI [Stewart y Elledge 02].

La herencia de un alelo defectuoso de BRCAl y BRCA2 es suficiente para la
predisposicion de cancer. Tumores de mama y de ovario muestran pérdida de la
heterocigocidad [Collins y col., 95], indicando que los productos de estos genes deben
comportarse como proteinas supresoras de tumores [Venkitaraman 01]. Se han observado
mutaciones en los genes de BRCA en las células de mujeres con canceres primarios maltiples,

42



en las células de canceres de mama de origen esporadico y en las células de cancer de mama
de mujeres que presentaron antecedentes de cancer familiar [Wilson y Elledge 02].

La ausencia de la proteina ATM o de alguno de sus substratos puede originar que la
lesién subletal del ADN no sea efectivamente reparada y la inactivacion de los puntos de
control del ciclo celular, que son necesarios para reparar el dafio celular, ocasionando que se
incremente la inestabilidad gendmica [Lavin y col., 04]. EI mecanismo de accion de la
proteina ATM se observa en la figura VIII. 2.
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Figura VIII. 2: Mecanismo de accion de la proteina ATM [Lavin y Khanna 99].

VIII. 1. 7. — Mecanismo de Activacion de la Proteina ATM.

La proteina ATM después de la ruptura de la doble hebra del ADN conduce a una serie
de eventos coordinados que ocurren en forma rapida y colectiva para activar a los efectores
celulares [Shiloh 03]. La proteina ATM se encuentra inactiva en forma dimérica o
multimérica; al captar la sefial de la ruptura de la doble hebra del ADN, se autofosforila en la
Ser-1981, lo que permite la activacion de ATM vy la iniciacion de la cascada de sefializacion de
los otros sustratos [Bakkenist y Kastan 03]. A pesar de que la proteina ATM es esencial en la
respuesta de la ruptura de la doble hebra del ADN, participa de manera conjunta con tres
componentes proteicos MRE11, RAD50 y NBS1 [Amours y Jackson 02], formando el
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complejo denominado MRN [Carson y col., 03]. EI ATM activo se asocia directamente con el
complejo MRN y esta interaccion controla la sefializacion que estara influenciada por el
sustrato ATM seleccionado como las histonas H2AX, 53BP1, MDC1 y BRCA1 [Lee y Paul
04]. De esta manera la proteina ATM y el MRN desempefian funciones importantes en la
respuesta a la ruptura de la doble hebra del ADN [Ball y Xiao 05].

Después del dafio radioinducido al ADN, estas proteinas se movilizan rapidamente al
sitio de la ruptura de la doble hebra del ADN e inician la cascada de sefializacion dependiente
de la proteina ATM, que permite la reparacion del dafio al ADN o en el caso de dafio excesivo,
se inicia la muerte celular a traves de apoptosis mediada por p53. Todas estas proteinas actuan
colectivamente con interdependencia entre ellas, por lo tanto la inactivacion de alguna de ellas
produce hipersensibilidad a la ruptura de la doble hebra del ADN [McKinnon 04]. Este
mecanismo se observa en la figura VIII. 3.
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Figura VIII. 3: Mecanismo de activacién de la proteina ATM [McKinnon 04].
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VIII. 1. 8. — Mutaciones en ATM.

Las mutaciones en la proteina ATM originan cambios conformacionales en la
estructura, en la activacion de la funcion cinasa o en la alteracion de la estabilidad de la
molécula primaria. Las mutaciones en la proteina ATM son responsables de las caracteristicas
fenotipicas clasicas en los pacientes con AT [Khanan y col., 95]; [Angele y col., 03].

Las mutaciones en la proteina ATM descritas hasta el momento se han encontrado en
mas de 300 familias con AT, se han descrito 36 polimorfismos del gen ATM
(http://www.vmmec.org/vmrc/atm.htm). En los heterécigos en el gen ATM, el 70% de las
mutaciones originan proteinas truncadas, el 30% presentan mutaciones de cambio de sentido y
una pequefa fraccion presenta mutaciones de tipo insercidén/delecion. La mayoria de las
mutaciones encontradas en el gen ATM se ubican en el dominio PI3K de la proteina [Khanna
2000].

En una compilacion de tres publicaciones [Lavin y col. 04] sobre las mutaciones del
gen ATM, reportan hasta 75 mutaciones en los pacientes con AT. Varias de las mutaciones
encontradas se ubicaron en el marco de lectura del transcrito, en lugares que aparentemente no
son puntos calientes (hot spot). También mencionan que ninguna de las mutaciones
encontradas era la responsable de la elevada inestabilidad en el transcrito de ATM.

Se ha reportado que en un mismo fragmento del gen ATM se pueden encontrar
mutaciones tipo delecion, insercion o de cambio de sentido [Angele y col., 03]. La mutacién
mas frecuente observada en el gen ATM es de tipo delecion, que transcribe principalmente a
las proteinas truncadas, las cuales presentan sus funciones disminuidas 0 normales, pero con
una actividad cinasa notablemente disminuida [Lavin y col., 04]. Las diferentes mutaciones en
la proteina ATM son responsables de la severidad de los casos de AT, existen versiones de AT
con una sintomatologia menos severa [Stewart y col., 01].

En un estudio realizado en dos familias britanicas se han observado transversiones en
7271 pares de bases que implican principalmente el reemplazo de valina por glicina. Estas
mutaciones se asociaron con un fenotipo clinico leve, baja radiosensibilidad e incremento en el
riesgo de desarrollar cancer de mama en homdcigos y heterdcigos [Stankovic y col., 98]. En
otro estudio en 41 familias nérdicas con AT, evaluaron en 28 familias mutaciones en ambos
alelos del gen ATM, en 11 familias se encontro sélo una mutacion y en las 2 familias restantes
no se identifico ninguna mutacion. Encontraron 82 alelos mutados que causan la enfermedad,
de los cuales se identificaron 67 alelos (82%); de estos alelos identificados, 37 fueron
mutaciones Unicas. Las mutaciones encontradas presentaron 5 diferencias en el transcrito
ATM, observandose mutaciones que afectan el splicing (43%), mutaciones frameshift (32%),
mutaciones sin sentido (16%), delecién en un fragmento pequefio (5%) y una doble sustitucién
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(3%). También se observd que una tercera parte de los participantes fueron homdcigos,
mientras que la mayoria de los participantes fueron heterdcigos con al menos un alelo
identificado [Laake y col., 2000].

Los estudios de mutaciones en la proteina ATM han permitido correlacionar al
genotipo-fenotipo de las poblaciones; la modificacion en los genes y/o en la exposicion con el
medio ambiente puede afectar el fenotipo de AT [Khanan y col, 95].
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CAPITULO IX. FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS

IX. 1. Evaluacion de la frecuencia de los micronucleos en estudios de genotoxicidad.

Existen varios pardmetros que pueden ser utilizados para la evaluacion de los efectos
genotoxicos de agentes fisicos, quimicos y bioldgicos. Uno de los métodos mas empleados en
la actualidad debido a su sensibilidad y sencillez, es la determinacion de la frecuencia de
celulas con micronucleos (MN).

Los MN (figura IX. 1) son fragmentos del nudcleo celular que se forman como
consecuencia de una division cromosomica erronea, que provoca la pérdida de un fragmento
de cromosoma o del cromosoma completo, el cual puede incluirse en alguna de las células
hijas después de la citocinesis [Fenech 97]. La técnica originalmente se desarroll6 para la
evaluacion del dafio inducido por la RI, aunque poco después se amplio su uso para el analisis
de otros mutagenos [Heddle y col., 83].

Para el analisis de MN en linfocitos de sangre periférica de seres humanos se emplea
una metodologia que se basa en el bloqueo de la citocinesis utilizando Citocalasina-B (Cyt-B),
lo que permite identificar a las células que se han dividido una vez en cultivo, observandose
éstas como células binucleadas, debido al efecto inhibidor de la Cyt-B sobre la citocinesis sin
alterar la cariocinesis [Carter 67].

Figura IX. 1: Células binucleadas con micronucleos (MN), tefiidas con
Giemsa. Obsérvese los dos nucleos principales y los MN en el citoplasma
(flechas) [Fenech y col.; 03].

Esta técnica se ha convertido en una herramienta muy til para la deteccion de dafio
genético, ademas de presentar otras ventajas como su rapidez, facilidad y versatilidad, pues es
aplicable a diferentes tipos celulares, siendo en algunos casos capaz de sustituir el analisis de
aberraciones cromosdmicas.
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Los criterios para la identificacion de MN en células binucleadas (CBN) aceptados en

estudios internacionales son [Fenech y col.; 03]:

- Criterios empleados para identificar CBN.

v
v

Las células deben ser binucleadas.

Los dos nucleos deben presentar una membrana nuclear intacta y deben situarse dentro
del mismo limite citoplasmatico.

Los dos nucleos deben ser aproximadamente del mismo tamafio con la misma
intensidad de tincion.

Los dos nucleos pueden estar unidos por un puente nucleoplasmatico fino, el cual no
debe ser mayor que ¥ del largo del diametro nuclear.

Los dos nucleos pueden traslaparse, pero debe de distinguirse la membrana nuclear de
cada uno.

La membrana citoplasmatica debe de estar intacta y ser claramente distinguible de las
células adyacentes.

- Criterios para la identificacion de MN.
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El diametro de un MN en linfocitos humanos usualmente debe considerarse entre 1/16
y 1/3 del didmetro de un nacleo de las CBN, que corresponde a 1/256 y 1/9 del area de
uno de los nucleos de las CBN.

Son de forma redonda u oval.

No debe de refringir para poder distinguirlos de artefactos como particulas tefiidas.
No deben estar unidos o conectados al ndcleo principal.

Debe presentar color e intensidad similares a los del nacleo principal.

No debe tocar ninguno de los nucleos.

Debe presentar la misma condensacion de los nucleos.



CAPITULO X. ANTECEDENTES

X.1 Antecedentes

Hoy en dia se sabe que la exposicion moderada a altas dosis de radiacion ionizante es un
factor de riesgo para la salud del ser humano, sin embargo, la relacion entre dosis bajas de
radiacion y la generacion de algun tipo de cancer o dafio celular de consecuencias graves, es aun
incierta. La incertidumbre radica en la frecuencia tan baja con la que dichos efectos se
presentan, y en las diversas variables ambientales que se escapan de control al realizar estudios
epidemiologicos.

La dosis promedio de las personas expuestas en el grupo de “estudio de tiempo de vida”
(life — span study, LSS cohort)® es de solamente 200 mSv, de éstas, mas del 50 % (26,300
individuos) recibieron dosis menores que 50 mSv por lo que representa el estudio
epidemioldgico con la mayor estadistica para evaluar los riesgos por dosis bajas de radiacion
aguda a cuerpo completo. En un estudio realizado de esa poblacion [Preston y col., 2003], se
estimd la incidencia en la mortalidad por algin céancer solido, (en pacientes que fallecieron
durante los afios de 1950 — 1997), se mostrd que aquellos que recibieron dosis de 5 a 125 mSv
(dosis promedio de 34 mSv), mostraron un incremento significativo (P = 0.025) en la
mortalidad relacionada con un cancer solido.

Otro grupo de tamafio considerable que recibe dosis bajas de radiacion ionizante, lo
constituyen los trabajadores de plantas ndcleo-eléctricas u otro personal ocupacionalmente
expuesto (POE). En un estudio realizado con trabajadores de plantas nucleares en 15 paises, se
evaluo el riesgo del desarrollo de cancer. Los trabajadores mostraron valores de dosis de 5 a 500
mSv impartidos por fotones cuyo intervalo de energia era de 100 a 3000 keV, durante al menos
un afo (90 % de los trabajadores recibieron dosis acumuladas menores que 50 mSv y menos del
0.1% recibi6 dosis acumuladas mayores que 500 mSv). Los resultados mostraron un riesgo de
dos a tres veces mayor que el obtenido al extrapolar (mediante el modelo clasico lineal) el
riesgo estimado a partir de los datos obtenidos de los sobrevivientes a la bomba atémica [Cardis
y col., 05].

¢ Las bombas atomicas que detonaron en Hiroshima y Nagasaki, Japdn en 1945, provocaron que cientos de miles de
personas fueran expuestas a la radiacion gamma. Las estimaciones de dosis, para 86,572 sobrevivientes de los
bombardeos de Hiroshima y de Nagasaki, estan disponibles como parte del “grupo de estudio de tiempo de vida” (Life
Span Study cohort, LSS — cohort). Estos estudios fueron realizados por la Fundacion de Investigacion de los Efectos de
Radiacion (http://www.rerf.or.jp/index_e.html), que investiga los efectos de largo plazo de la exposicion durante los
bombardeos. Se estimd una exposicion media de cerca de 300 mSv. Para los residentes que permanecieron en ambas
ciudades, se realizaron estimaciones individuales de dosis que incluyen mortalidad por cancer (1950 — 1990) e
incidencia de cancer (1958 — 1987).
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En otro estudio [Gilbert 01] realizado con trabajadores nucleares de 3 distintos paises
(EU, Canada y Reino Unido) se mostrd que para los trabajadores canadienses, estadisticamente
se encontrd una incidencia excesiva de cancer y riesgo de mortalidad por canceres solidos (dosis
promedio 6.5 mSv). En contraste, ningn andlisis de los trabajadores del Reino Unido ni de los
Estados Unidos (con dosis promedio de 30 y 40 mSv, respectivamente), mostré un incremento
significativo en el riesgo de cancer solido. Sin embargo, los tres estudios mencionan un
incremento en el riesgo a leucemia.

Diversos métodos experimentales han sido desarrollados para evaluar el dafio por
radiacion in vitro o in vivo. Estos métodos incluyen como parametros bioldgicos a las
aberraciones cromosomicas, transformaciones celulares e induccién de mutaciones
principalmente, entre otros (como pueden ser: dafio a la cadena del ADN y frecuencia de
micronucleos).

Distintos modelos han sido desarrollados para describir los efectos inducidos por la
radiacion y su dependencia con la dosis, tasa de dosis y tipo de radiacion sobre dichos
parametros bioldgicos (modelo lineal cuadratico, lineal sin umbral, etc.). Estos modelos, indican
en general, que una sola interaccién, aun por radiacion de baja LET, tiene una probabilidad
finita de producir uno o mas rompimientos de cadena doble en el ADN del nucleo celular
[U2000 - F]. Por esto, las consecuencias a nivel celular de que se produzca un rompimiento de
cadena doble, es posible aun a la menor dosis. Sin embargo, esto podria no suceder si el proceso
de reparacion celular, para algunos rompimientos de cadena doble, fuera totalmente eficiente, en
ese caso, se tendria la presencia de una dosis umbral que motivara a la respuesta celular. No hay
evidencia de que el proceso de reparacion celular sea totalmente eficiente, pero si de que los
métodos experimentales tienen limites para poder determinar el dafio producido por debajo de
cierto valor de la dosis [U2000 - G].

La mayoria de los resultados encontrados al analizar aberraciones cromosomicas
producidas por radiacion ionizante en linfocitos humanos, muestran una relacion lineal a bajas
dosis, aungue también se ha ajustado el modelo lineal — cuadratico y en algunos casos, a dosis
muy bajas (5 — 10 mGy) se habla del efecto de hormesis [U2000 — G]. En un estudio realizado a
bajas dosis (0 — 300 mGy) de rayos X [Lloyd y col., 92], utilizando linfocitos humanos de
sangre periférica, encontraron que la produccién de aberraciones tiene una relacién lineal con la
dosis, en cambio, los datos de la produccion de dicéntricos, mostraron una relacion lineal, pero
con umbral (a partir de 10 mGy) [Edwards 98]. Los datos hasta ahora obtenidos para
aberraciones cromosémicas no permiten establecer resultados confiables para valores de dosis
menores que 20 mGy de rayos X, debido a la incertidumbre en los resultados obtenidos [U2000
- G].
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De los resultados para mutaciones somaticas y transformaciones celulares, se observa
que la mayoria de las relaciones dosis — respuesta son del tipo lineal [U2000 — G], aunque
también estan presentes relaciones lineal cuadraticas y en algunos casos se adjudican, a dosis
muy bajas, efectos de radio-adaptacion [Sanderson y Morley 86] y [Kelsey y col., 91]. Sin
embargo se manifiesta [U2000 — G] que las dosis minimas, hasta ahora, en la que los datos de
mutaciones somaticas y transformaciones celulares resultan confiables son a dosis mayores que
200 mGy y 100 mGy, respectivamente.

También se ha determinado el efecto producido a bajas dosis mediante otro tipo de
parametros.

En particular, la técnica de micronucleos (MN) ha sido empleada como un indicador de
dafio al ADN tanto por agentes fisicos como por agentes quimicos [Odagiri y col 90],
incluyendo la radiacién ionizante [Evans y col., 59], [Heddle y Carrano 77], [Fenech y Morley
86] y [Littlefield y col., 89]. Los MN son pequefios corpusculos redondos dentro del citoplasma
y fuera del nuacleo principal que contienen cromosomas completos o parte de ellos.
Estructuralmente se parecen al ndcleo principal de la célula. [Walker y col., 96] y [Schiffmann y
De Boni 91].

Empleando la técnica de bloqueo citocinético (CBMN) se observo que la produccién de
MN aumentd significativamente, en linfocitos humanos, con dosis de 100 a 500 mGy respecto
del control [Fenech y Morley 86], encontrando una relacion lineal entre la dosis y la frecuencia
de MN. Se menciona ademas que esta técnica modificada con el bloqueo citocinético permite
detectar cambios en la frecuencia de MN producidos por dosis mayores que 50 mGy de rayos X.

Los datos obtenidos hasta ahora, acerca de la induccion de micronucleos a bajas dosis
son controversiales, ya que existen algunos resultados [Cole y col., 81], [Nagasawa y col., 92],
[Livingston y col., 93]; que mencionan un efecto dosis — respuesta, acorde con la extrapolacion
lineal de los datos obtenidos desde dosis altas. Sin embargo otros estudios, obtuvieron una
respuesta no lineal respecto de la dosis impartida [Mitchell y Norman 87], al irradiar linfocitos
humanos a una dosis de 0.1 Gy impartida por rayos X de 90 kVp se encontré que se producia
una mayor cantidad de MN que el valor esperado al extrapolar los datos obtenidos para dosis
altas (1 - 2 Gy).

Irradiando eritroblastos (células de médula 6sea) de ratdn [Jenssen y Ramel 76], [Uma
Devi y Sharma 90] y [Jagetia y Ganapathi 94], o fibroblastos de hamster chino [Zaichkina y
col., 04], se encontrd una induccion mayor de micronucleos a dosis bajas de rayos X y rayos
gamma que la predicha por la extrapolacion lineal desde dosis altas.
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Se sabe que los principales factores que determinan el efecto biolégico de una
exposicién son: la dosis absorbida y el tipo de radiacion. Sin embargo la velocidad con la que se
recibe esta dosis y el nUmero de veces que un individuo se expone a la radiacion son factores
que pueden modificar los efectos producidos. De esta manera, se hace necesario tomar en
consideracién tanto la dosis total impartida como la tasa de dosis, para determinar el riesgo de
exposicion a la radiacion ionizante de baja LET.

Existen algunos estudios que muestran el efecto de la tasa de dosis al analizar el nimero
de micronucleos producido en células humanas, irradiadas por rayos X de 150 kVp [Nakamura
y col., 06] y 250 kVp [Vral y col., 92] o por rayos gamma de ®°Co [Boreham y col., 2000],
[Magae y col., 03], [Geard y Chen 90], asi como en lineas celulares de raton [Widel y col., 98],
[Brooks y col., 90] En la mayoria de los estudios realizados se encuentra que a menor tasa de
dosis, la frecuencia de MN producidos, analizados por el ensayo de bloqueo citocinético, se
reduce. Sin embargo hay excepciones en las que este efecto no se presenta [Nakamura y col.,
06], [Zaichkina y col., 04] o incluso se invierte, es decir, a menor tasa de dosis, mayor induccién
de micronucleos [Widel y col., 98]. Cabe sefialar que en los trabajos mencionados se utilizaron
dosis totales consideradas como altas (> 1 Gy).

La existencia de sindromes de inestabilidad cromosémica que se caracterizan por
presentar altas frecuencias de cancer y mayor sensibilidad a mutagenos incluyendo a la
radiacion ionizante, plantea la posibilidad de que los individuos heterdcigos para estos
sindromes sean sensibles a dosis menores que las permitidas [Cuncliffe y col., 75]. Uno de estos
sindromes es el de Ataxia Telangiectasia (AT), una enfermedad autosémica recesiva causada
por mutaciones en el gen ATM. Se estima que la incidencia de enfermos a escala mundial es de
1en 40,000 a 1 en 300,000 y la frecuencia de heterdcigos en la poblacién se calcula en 1% [Hall
y col., 99]. Swift y colaboradores [Swift y col., 87], estiman que entre el 8 y el 18% de todas las
pacientes con cancer de mama, son heterocigos para ATM, lo que implicaria que ATM sea el
gen mas comun de susceptibilidad al cancer.
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CAPITULO XI: PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Xl Planteamiento

Los organismos dedicados a la proteccion radioldgica utilizan la hipdtesis lineal sin
umbral, que indica que a dosis bajas, la radiacion ionizante tiene la misma probabilidad, por
unidad de dosis, de inducir el desarrollo de cancer que a dosis altas y que el riesgo se
incrementa linealmente con la dosis recibida [ICRP 60].

En 1996 se propuso que la exposicion, a dosis bajas de RI puede causar efectos severos
sin conocer exactamente la magnitud de estos, planteando dos teorias, la primera menciona que
no existe dosis completamente segura y el uso de la RI se debe determinar con base en la
medida del riesgo/beneficio, la segunda indica que los riesgos no son medibles y por lo tanto
pueden ser inexistentes [Pierce y Preston 96].

Recientemente (2005) se irradiaron, con particulas beta de una fuente de °Sr/*°Y, lineas
celulares linfoblastoides de AT, con el fin de estimar las diferencias en la susceptibilidad al
dafio genético medido por la frecuencia de MN, ocasionado por la exposicion a dosis bajas.
Especificamente se emplearon 4 lineas celulares con diferentes estatus genéticos: CHOC:
silvestre (+/+), RHO y FBU: heterécigas (+/-) y una homdciga: JHE (-/-), para el gen ATM.
Las irradiaciones se realizaron con dosis bajas (del orden de 10 cGy) y baja tasas de dosis (~
0.25 cGy/min) [Mata 05].

Los resultados obtenidos mostraron que dosis consideradas como bajas (12 cGy),
produjeron una disminucion en la viabilidad de la poblacion celular irradiada, con excepcion de
celulas silvestres (CHOC +/+, las que no tienen el gen ATM mutado). De igual forma se
presentd un incremento en la induccion de micronudcleos en las otras células radio — sensibles,
(entre ellas JHE —/ -) a dosis bajas (8 y 12 cGy) [Mata 05].

En el presente trabajo se pretende determinar si se produce un efecto similar o no, en la
produccion de micronucleos, utilizando la linea celular mas radio — sensible, (JHE - / -)
empleada anteriormente [Mata 05], pero en esta ocasion, irradiada en un equipo de rayos X de
diagndstico a bajas dosis. Ademas, como procedimiento inicial, se observara el posible cambio
en la frecuencia de micronucleos, producido al irradiar a distintos valores de tasa de dosis,
manteniendo como constante la dosis absorbida total.
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CAPITULO XII. MATERIALES Y METODOS

XI1. A. Condiciones de Irradiacion

La irradiacion de las lineas celulares se realiz6 con un equipo de rayos X de
radiodiagndstico marca Philips modelo “Diagnost 15” ubicado en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan). El voltaje de operacion maximo del tubo de rayos X es de 150 kV,
consta de un anodo de tungsteno y filtrado inherente de 2.5 mm de Al. El tubo de rayos X fue
operado a un voltaje de 125 kVp con una carga producida de 500 mAs. Para detalles acerca de
los pardmetros elegidos para la irradiacion, consultar el Anexo A.

Para poder impartir diferentes tasas de dosis, se modificé la distancia fuente — objeto,
procurando en cada caso, acumular una dosis total constante. La dosis impartida por los rayos X
a las lineas celulares, se determind empleando dosimetros termoluminiscentes (DTL).

X1l A a: Estimacion de las distancias fuente — objeto para irradiar lineas celulares a
distintas tasas de dosis

Para tener una estimacion de las distancias fuente — objeto a emplearse, calcularemos la
dosis absorbida a partir de la exposicion registrada por una camara de ionizacion® (CI) ya que su
operacion es simple y rapida.

Para rayos X de 300 keV o menores, y considerando condiciones de Equilibrio de
Particula Cargada (EPC), la relacion entre dosis absorbida en agua (D g.a, €Xpresada en cGy) en
el espacio libre y exposicion (X, expresada en rdntgen) viene dada por la siguiente ecuacién
[Attix 86]:

EPC a0
Dy = 0.876X(ﬂ9“j
P Jaire (ec. XII. A. 1)

Para determinar el cociente de los coeficiente mésicos de absorcion de energia, de agua

——agua
entre aire: (ﬁ] ; debemos conocer el valor de la energia equivalente del haz; ésta se puede
Yo,

aire

¢ Camara de ionizacion y electrémetro asociado RADCAL Corporation. Mod. 2026C Radiation Monitor
Controller, propiedad del IFUNAM. La CI no se encontraba calibrada por un laboratorio primario al realizar
las medidas, los datos obtenidos son so6lo para tener una idea de la dosis impartida por el haz de rayos X a
cierta distancia.
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calcular si conocemos el valor de la capa hermirreductora (CHR, para aluminio tipo 1100, por
ejemplo); del espectro de fotones. Se utiliza agua debido a que las lineas celulares se encuentran
en un medio de cultivo similar al agua.

XIl. A. b: Capa Hemirreductora

La capa hemirreductora (CHR) de un haz de rayos X se define como el espesor de cierto
material atenuador que reduce la exposicion (o la dosis, tasa de dosis, tasa de kerma en aire,
etc.), a la mitad de su valor original, en geometria de haz angosto. La geometria de la
irradiacion, para determinar la CHR, se muestra en la figura XII. A.2,

Material ,
Keodo Camara de

atenuador S il
% ionizacion

b

M Diafragma

40 cm 47 cm

Figura X11. A.2: La determinacion de la CHR involucra la medida de la exposicidn conforme el espesor del
material atenuador varia, utilizando geometria de haz angosto y en un punto libre de dispersion.

Para medir la CHR del haz producido por el equipo de radiodiagnostico se realizé lo
siguiente: se midid la exposicion con la camara de ionizacion (Cl) a cierta distancia del &nodo
(87 £ 1 cm), centrada en el campo de luz del equipo, posteriormente se colocaron placas de
aluminio puro (1100 Victoreen), a 40 = 1 cm del anodo vy se realiz6 un disparo, registrando la
exposicion medida por la Cl. Se continuaron agregando placas de aluminio y realizando
disparos para cada espesor, hasta que el valor de la exposicion inicial (sin placa) se redujo a
menos de la mitad, finalmente se midié nuevamente la exposicion sin placa y se registré la
medida.

Las condiciones en las que se realiz6 la medida de la CHR, asi como los datos
obtenidos de la exposicion con distintos espesores de aluminio se muestran a continuacion:
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Tamafio del campo 10 x 10 (cm x cm + 1.0 cm?)
Distancia anodo — mesa 97.0cm*1.0cm
Distancia anodo — Cl 87.0cm+1.0cm
Distancia centro de Cl — mesa 10.0cm +£0.5¢cm
Voltaje de operacion del tubo de 125 kV
rayos — X (kVp).

Carga de operacion del tubo 200 mAs
Tiempo de exposicion 0.678 segundos

Tabla XI1. A.3: El voltaje de operacion, la carga y el tiempo de exposicién fueron obtenidos desde la
consola del equipo de rayos X.

Grosor de Exposml_on Porcentaje de la #de
Al (mm) pro medio Desviacion Estandar | disparos
(rontgen)

0.0 3.11 0.00 2
2.0 2.26 0.00 2
3.0 1.98 0.21 2
4.0 1.75 0.04 2
4.5 1.66 0.00 2
5.0 1.56 0.09 2
5.5 1.48 1
0.0* 3.12 1

Tabla XI1I. A.4: Los espesores disponibles de las placas de aluminio (tipo 1100 Victoreen) eran de 0.5y 1
mm. El valor 0.0* se refiere a la exposicion sin placas de aluminio al final de la sesion, la diferencia con
respecto de la primera medida fue del 0.3%. Los valores de la exposicion se encuentran corregidos por la

presion y temperatura del aire al momento de realizar las medidas, esta correccion se realiza por la propia

electrdnica del electrometro asociado a la Cl, en donde se establece una presion y temperatura de referencia

Se observa de la tabla que los valores de exposicién fueron reproducibles (porcentaje de
la desviacidn estandar maximo: 0.2%). Aplicando la funcion logaritmo natural In (X) a los datos
de exposicion y graficando contra el espesor de aluminio se obtiene:
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Grafica XI1. A.5: Logaritmo de la exposicion, como funcion del espesor de Al, para determinar la CHR. Las
incertidumbres en la exposicion son pequefias (0.2 % méxima) por lo que no se aprecian en la gréfica

La pendiente de la recta ajustada nos da el valor del coeficiente lineal de atenuacién u
(mediante el ajuste lineal por el método de minimos cuadrados, empleando el programa Origin
Pro 7.0, se obtiene una incertidumbre del: + 3.7 % para el valor de la pendiente), de esta manera,
podemos determinar el valor de la CHR mediante la siguiente relacion:

CHR =-1In2/u=-1n2/(-0.134 £ 0.005) = 5.2 + 0.2 mm de Al.

—— agua
XIl.A.c Energia equivalente del haz de rayos X y calculo de (&J :
Yo,

aire

Para conocer la energia equivalente correspondiente al valor de la CHR medida,
u) _ 0.6931

empleamos la ecuacion: (J ———""cm?/g [Attix 86], donde: p = 2.699 g/cm® para el
P ) p-CHR

aluminio  tipo 1100 [http://www.suppliersonline.com/propertypages/1100.asp],  asi:

(”] =0.496 +0.017 cm?/g, (esto es: 0.496 + 3.5% cm?/g).
P Jeq
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Para obtener la energia equivalente, consultamos la base de datos del NIST (para
aluminio, en la pdagina: http://physics.nist.gov/PhysRefData/XrayMassCoef/tab3.html), vy
extrapolando para el valor de interés, obtenemos:

Eeq=43.6+3.5%keV = 43.6 + 1.5 keV. (ec. XI1. A.6)

—— agua
Con este valor calcularemos el coeficiente (ﬁ] de la ec. XII. A.1: consultando la base de
’0 aire

datos del NIST, (http://physics.nist.gov/PhysRefData/XrayMassCoef/tab4.html), vy
considerando ahora la energia equivalente (ec. XIl. A.6), se obtiene:

——\ agua
(”enj = 0.05986 / 0.05832 = 1.022 + 0.002 = 1.022 + 0.2% (ec. XI1. A7)
o,

La incertidumbre se reduce considerablemente (de un = 3.5 % a £ 0.2 %) ya que los

——agua
valores del cociente (ﬁ] varian muy poco con respecto de la energia equivalente del haz
Y2,

aire

incidente.

XIl. A. d Dosis en agua, en funcién de la exposicion:

Sustituyendo el valor (ec. XII. A.7) en la ecuacién XII. A.1:

EPC 7 agua
Dagua1 — 0.876X (e”] =0.876 X (1.022 £ 0.002) =
Je)

aire

EPC
D,y — (0.895+ 0.002 {CGV} )X (ec. XII. A.8)°
R

Podemos calcular la dosis impartida en agua (D,g., €n cGy) por el haz de rayos X (con una
energia equivalente de 43.6 + 1.5 keV), a partir del valor medido de la exposicion (X, en
rontgens) por la camara de ionizacion. Aunque es necesario considerar factores de correccion al
determinar la dosis en las células irradiadas.

¢ Se garantiza la existencia de EPC, cuando el volumen de interés V es mucho mayor que el alcance maximo
de las particulas secundarias producidas por un haz de rayos X. El alcance de electrones producidos por
fotones de 125 keV incidentes en agua es de: 0.19 mm, el espesor del volumen de agua en donde se
encuentran las células es de 5 mm minimo (ya que el recipiente tiene forma c6nica) y maximo de 9 mm.
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XIl.A. e Factor de correccion por la pared del tubo Eppendorf.

Para irradiar a las células se depositan dentro de tubos Eppendorf, por lo que se considera
necesario determinar la atenuacion del haz por la pared del recipiente, al pretender estimar la

dosis impartida a las células.

Los tubos Eppendorf cuentan con paredes de polipropileno’, de 1 mm de espesor (p = 0.9
g/cm®y para una energia de 43.6 + 3.5 % keV, se tiene un coeficiente mésico de atenuacion p/p
=0.219 + 0.003 = 0.219 + 1.4 % cm?/g, este ultimo estimado con ayuda del programa XCOM).
Entonces, el factor de atenuacion por dicho material se calcula de la siguiente manera:

Fepen= EXP K-%J x(p x)} —exp [ (-0.219+0.003cn? / g)x(0.9g/c? x0.10.01 cm) ]:

=0.98+£0.01

(ec. XII. A.9)

La exposicion se midio con la camara de ionizacion, bajo las condiciones de la Tabla XII. A.10.

Tamario del campo

10 x 10 (cm x cm)

Distancia fuente (anodo) — CI

87.0cm+1.0cm

Voltaje de operacion del tubo de 125 kV
rayos — X (kVp).

Carga de operacion del tubo 500 mAs
Tiempo de exposicion 4.235 segundos
Temperatura 24 °C
Presion 77.3 kPa
Exposicion medida (réntgen) 7.52+0.01R

Tabla XI1. A.10: El voltaje de operacién, la carga y el tiempo de exposicion fueron obtenidos desde la
consola del equipo de rayos X. La presion y temperatura se obtuvieron desde la Cl, la cual nos entrega el

valor de la exposicion (en rontgens) corregido por la densidad del aire dentro de la cAmara.

Se puede calcular entonces, el valor de la dosis absorbida empleando la ec. XIl. A8 y
considerando el factor de atenuacion por la pared del tubo Eppendorf, se tiene:

" Tubo Eppendorf con capacidad de 1,5 ml (cilindro de 11 x 41 mm, base x altura). Polipropileno puro (CzHs),

de alta calidad, espesor de la pared
http://www.eppendorfna.com/faqs/Centrifugation.asp.

de

11

mm. Densidad

de

0.9

glem®,
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EPC

Dyga = (0.895+0.002) X x feppen (XII. A1)

= (0.895+ 0.002 cGy / R)x(7.52 £ 0.01 R)x(0.98 + 0.01)
=6.59+0.07cGy =6.59 + 1.1 % cGy (XII. A.11a)

La incertidumbre se obtuvo de la suma porcentual de los cuadrados de las incertidumbres
de cada elemento del producto.

De esta manera, tenemos el valor de la dosis absorbida en agua, por un disparo del tubo
de rayos X, a 125 kVp y 500 mAs, y a una distancia fuente — Cl de 87 + 1 cm.

XL A. f Calculo de las distancias fuente — objeto para obtener distintos valores de tasa
de dosis y una dosis en agua constante.

Nos interesa impartir una dosis en agua gque sea constante, pero a distintos valores de
tasas de dosis. Una forma sencilla de obtener distintos valores de tasa de dosis sin modificar las
condiciones de operacion (kVp y mAs), ni el valor de la energia equivalente, es variando la
distancia entre el tubo de rayos X y el objeto a irradiar; de esta manera, si llamamos Dy, y D; a la
dosis impartida a una distancia dy y d;, respectivamente, estas cantidades se encuentran
relacionadas mediante la siguiente expresion:

D, d;? = Dy dy’ (ec. X11. A.12)

De esta forma, si conocemos la dosis (Do) a la distancia (d,), la distancia (d;) a la que
obtendremos la dosis deseada (D,), sera:

D,

di=do | >
1 oD1

(ec. XII. A.13)

Emplearemos dos valores distintos de tasa de dosis a fin de poder comparar los efectos
de la radiacion sobre las lineas celulares, manteniendo una misma dosis total en cada caso. Para
la tasa de dosis alta, proponemos ejecutar dos disparos consecutivos, y para la tasa de dosis baja,
usaremos 6 disparos.

De esta manera, empleando la ec. XII. A.13y haciendo: dy =0.87 + 0.01 m, D, = 6.59 +
1.1 % cGy y Dy igual a (Dosis total)/N (se empled una dosis total de 11 cGy; N =2y 6, el
namero de disparos para la tasa de dosis alta y baja respectivamente), obtenemos los valores
reportados en la tabla XII. A.14.
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NOmero de | Distancia | EXPosicion | Dosisenagua | Dosis total | Tasa de dosis
disparos (+0.01 m) por disparo por disparo en agua por disparo
(réntgen) (cGy) (cGy) (cGy/min)
2 0.95 6.143 5.49 10.97 77.7
6 1.65 2.098 1.84 11.03 25.9

Tabla XI1. A.14: El valor de la dosis en cGy, es calculado después de considerar la atenuacién por la pared
del tubo Eppendorf que contendria a las células. Las distancias requeridas se calcularon para tener una
dosis total de 11 cGy. También se muestra la exposicion esperada que registraria la Cl a las distancias

establecidas. No se muestran incertidumbres de Dosis y Tasa de dosis debido a que son estimaciones a partir

de las distancias requeridas para obtener dichos resultados.
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XII. B. Dosimetria Termoluminiscente

XIl. B. a: Irradiacion de dosimetros termoluminiscentes (DTL) para determinar la dosis
impartida por un tubo de rayos X.

Los DTL fueron colocados dentro de los tubos Eppendorf con 200 pl de medio RPMI,
envueltos por una pelicula delgada de Parafilm® a fin de que no se humedecieran y se viera
afectada la respuesta TL, procurando que una de las caras de los DTL fuera perpendicular a los
rayos X. (Figura XII. B.1), de esta manera se simulan las condiciones en las que
las lineas celulares seran irradiadas. Los tubos Eppendorf (con los DTL en el
interior) se colocaron en una gradilla de plastico para mantenerlos en posicion
perpendicular respecto a la direccion del haz (Figura XII. B.3).

Figura XI1. B.1: Tubo Eppendorf con DTL
(envuelto en Parafilm) y medio de cultivo.

i

T
2 disparos
COO& PO [HH=
' ALTA
B disparos
OO0 ®@®OJ) [
Ba 1A,

Figura XI11. B.2: La gradilla cuenta con 8 cavidades por hilera. En cada cavidad, se muestra el nimero de
identificacion del dosimetro. Las tasas de dosis alta y baja se imparten con 2y 6 disparos respectivamente.
La camara de ionizacion (CI) se coloco solamente para verificar que la exposicion por disparo fuera la
requerida (como aparece en la Tabla XII. A.14).

"Parafilm M ®: Termo — plastico, flexible, elastico y semitransparente, en su presentacion final es de forma
laminar altamente resistente al agua, incoloro, inodoro, sin sabor y con un espesor aproximado de 127 um
(0.005”). La densidad, en su forma laminar, se reporta con un valor de: 0.992 g/cm?. La composicion real
del Parafilm M no ha sido dada a conocer por el fabricante.
[http://www.2spi.com/catalog/supp/supp4b3.html]
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Se muestra un esquema (figura XI1. B.3), de la geometria de la radiacion de los DTL, el
haz va en direccion perpendicular a la hoja.

Gradilla con tubos
«— | Eppendorf

Soporte con pinza
para sostener la
gradilla

Tubos Eppendorf

Camara de lonizacion, /

(capuchdn en negro).

Figura XII. B.3: Los tubos Eppendorf con DTL (cubiertos con Parafilm) en su interior, sumergidos en
medio de cultivo. La camara de ionizacién se colocé para medir la exposicion durante la irradiacion de los
cristales. Lo mismo se realizé para la tasa de dosis alta y la baja.

Las condiciones de operacion del tubo al irradiar los DTL se muestran en el siguiente cuadro:

Tasa de Dosis Alta Baja

Numero de disparos 2 6

Tamafio del campo 25 x 15 (cm x cm) 25 x 20 (cm x cm)
Distancia fuente (foco) — Cl 95+1cm 165+1cm

Voltaje de operacion del tubo de 125 kV
rayos — X (kVp).
Carga de operacion del tubo 500 mAs
Tiempo de exposicién 4.235 segundos
Exposicion promedio por 6.21+ 0.0 % R 210+33%R

disparo medida con la Cl

Dosis total en agua estimada 10.9 + 1.2 % cGy 11.1 + 4.6 % cGy

con la Cl

Tabla XI1. B.4: El voltaje de operacion, la carga y el tiempo de exposicién fueron determinados desde la
consola del equipo de rayos X. La Cl se empled sélo como referencia para verificar que se impartiera la
exposicion requerida a la distancia determinada, con base en los datos de la Tabla XII. A. 14.
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XIl.B.b Protocolo para el uso de DTL

Para medir la dosis depositada en las células se usaron dosimetros termoluminiscentes
(TLD — 100 (LiF:Mg,Ti) fabricados por Harshaw — Bricon, con dimensiones de 3x3x1 mm?®).
Antes de ser irradiados, fueron sometidos a un tratamiento térmico que consistio en un
horneado en aire a 400 °C durante una hora, seguido de un horneado a 100 °C durante 2 h;
después de cada horneado los dosimetros se enfriaron a temperatura ambiente durante 15
minutos. La irradiacion se realiza aproximadamente 24 h después de terminado el tratamiento
térmico y entre el proceso de irradiacion y el de lectura se dejo pasar un periodo de 24 horas
[Horowitz 84].

La lectura de los DTL se realizd6 con un equipo automatico (Harshaw 3500), que
consiste de una plancheta (donde se colocan los DTL), ésta se calienta desde los 19 © C hasta
los 300 © C en 30 segundos, en ese tiempo se registra la carga (sefial) proporcional al nmero de
fotones emitidos por el cristal, con ayuda de un tubo fotomultiplicador.

Es conveniente hacer una caracterizacion de los DTL que van a ser usados con el
propdsito de agrupar dosimetros con respuestas similares ante una misma dosis, esto es, que
presenten uniformidad en la respuesta y ademas que se tenga una buena reproducibilidad en la
respuesta individual de cada dosimetro. En este trabajo se usaron 9 dosimetros previamente
seleccionados de un lote de 21 dosimetros, de acuerdo con el procedimiento de seleccion
establecido en el Laboratorio de Dosimetria del IFUNAM, el cual se describe a continuacion.

Nuestro interés es conocer la variacion en la respuesta de los dosimetros al ser
irradiados, por lo que repetimos el mismo procedimiento (horneado — irradiacion® — lectura) al
menos tres veces, obteniendo los datos de las lecturas de los dosimetros irradiados en cada caso
y determinando, en cada repeticion, el factor de correccion individual C;; de los DTL, dado por:

TR,

1

(ec. XI1I. B.5)

Siendo R;; la j-ésima lectura del i-ésimo dosimetro, y n es el nimero de dosimetros, de
donde se obtiene el factor de correccion promedio C;, para cada DTL [Horowitz 84]:

2.5y
= =

m

C.

(ec. XII. B.6)

9 En este caso la irradiacion se realizé con una fuente de *Sr/*°Y (ubicada en el Laboratorio de Dosimetria
del IFUNAM), durante 2 minutos bajo una geometria fija (soporte de lucita).
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m es el nimero de veces que se irradio y ley6 cada uno de los dosimetros con el propésito de su
caracterizacion. La desviacion estandar S de cualquier dosimetro del lote y la desviacion estandar
para el lote Sy, S€ muestran a continuacion:

ii (CI - Cij )2

S =2 = (ec. XII. B.7a)

n(m-1)

(ec. XII. B.7b)

Siote €S UNa medida de la precision con la que se puede trabajar con el lote de dosimetros
caracterizados, de esta manera se pueden agrupar los dosimetros con respuestas similares ante una
dosis dada, y se pueden eliminar aquellos cuya diferencia en su respuesta individual respecto del
valor promedio sea mayor que una desviacion estandar: £ Sge.

Para los 9 dosimetros elegidos se obtuvieron valores de S ;=% 1.0 % Y Sipre = £ 2.0 %.
Esto nos permite trabajar con una uniformidad en la respuesta mejor que el + 2.0 %. S 4 Se refiere
a la desviacion estandar maxima del grupo de los 9 dosimetros elegidos.

En lo siguiente, cada valor obtenido de la respuesta se multiplicé por el factor de
correccion promedio correspondiente para cada dosimetro (C;), permitiendo corregir por el
efecto de sensibilidad individual.

XIl.B.c Calibracion de los DTL

Empleando DTL podemos conocer la dosis impartida por un haz de radiacién cualquiera;
para ello es necesario que conozcamos primero la respuesta de los dosimetros al exponerse, a
diferentes dosis, a un haz de radiacion calibrado.

Los DTL fueron calibrados en un intervalo de dosis de 2 cGy a 15 cGy, para lo cual se
us6 una fuente de ®°Co calibrada, con una rapidez de dosis de 3.7 X 107 + 4% cGy/s (en marzo
del 2007). Los tiempos de irradiacién y las respuestas obtenidas se muestran en la tabla XII.
B.8. La incertidumbre en la respuesta estad dada por Sie.= + 2.0 % (ecuacion XlI. B.7a). La
curva de calibracion correspondiente se muestra en la Grafica XII. B.9.
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#de Dosis requerida Tiempo efectivo Dosis DTL Senial corregida
DTL (cGy) (hh:mm) (cGy £ 4 %) (nC £ 2%)
16 2 14 h 41 min 1.96 153.0
20 3 22 h 3min 2.94 224.0
19 6 45 h 5 min 6.01 442.6
12 12 90 h 45 min 12.09 870.7
10 15 112 h 16 min 14.95 1110.6

Tabla XI1. B.8: La ““Dosis DTL” fue calculada a partir de la tasa de dosis de dicha fuente, al mes de marzo del

2007 (0.037 £4% mrads /s = 2.2X10™ #4% cGy/min = 0.133 #4% cGy/h) y el tiempo efectivo (tiempo que se

dejé irradiando cada dosimetro) tiene una incertidumbre despreciable de + 10 s. La sefial obtenida de los DTL
fue multiplicada por el factor de correccion individual C; (ec. XII. B.6) para obtener la ““Sefial corregida™.

En la gréfica XII. B.9 se presenta la Curva de Calibracion obtenida con los datos de la
Tabla XII. B.8.

Curva de Calibracion

1200
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) -7 : :
n et Sefial corregida = (72.9 £ 1.2)Dosis + (7.1 + 10.6)

200 | _» R? = 0.9993
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0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Dosis (cGy)

Gréfica XI1. B.9: Curva de calibracién para DTL irradiados con rayos gamma emitidos por una fuente de
%Co calibrada, en un intervalo de dosis de 2 a 15 cGy. Se observa que se ajusta una linea recta a los puntos
mostrados, la ecuacion de la misma se obtuvo empleando el programa Origin Pro 7.0.

Al realizar una regresion lineal, se encuentra que la ecuacion de la recta ajustada es la
siguiente:
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Senial (nC) = (72.9 £ 1.2) x Dosis (cGy) + (7.1 = 10.6) (ec. XII. B.10)

Sin embargo, para conocer la dosis depositada en los DTL, necesitamos conocer la
relacion inversa:

Dosis (cGy) = (13.71 £ 0.22) x Sefial (uC) — (0.09 + 0.15) (ec. XII. B.11)

Las incertidumbres de la pendiente y ordenada al origen, de ambas ecuaciones, fueron
determinadas por el ajuste lineal realizado con Origin Pro 7.0. Para la ec. XIl. B.11 se
consideraron las unidades de la sefial en uC, en vez de nC.

XIl.B.d Factor de correccion por la energia del haz de irradiacion

Como se menciond anteriormente, los DTL fueron calibrados empleando una fuente de
%Co con rayos y con energia promedio de 1.25 MeV, por otro lado el haz de rayos X con el que se
irradio a la linea celular, tiene una energia efectiva de 43.6 keV, y una energia maxima de 125 keV.
Por ello es necesario utilizar un factor de correccion para la respuesta TL, que depende de la
energia del haz incidente sobre el cristal TL. Este factor tiene un valor de: 0.70 [ver Anexo B].
XIl.B.e Dosis impartida por el haz de rayos X

De esta manera, para determinar el valor de la dosis absorbida en agua impartida por el haz
de rayos X, a partir de la sefial termoluminiscente, se emplea la siguiente relacion [ec. B. 7 del
Anexo B]:

D
(Dy ), =0.70xS, {—W} (ec. XI1. B.12)
GOCO

Siendo {DW} =13.71£0.22, la pendiente de la relacion mostrada en laec. X11. B.11y Sy la
GOCO

sefial TL (en uC) después de ser irradiados con el haz de rayos X y corregida por el factor de

homogeneidad (C;). Sustituyendo el valor de la pendiente, obtenemos:

(Dy ), =(9.60+1.6%) xS, (ec. XI1. B.13)

La cual es la ecuacidn que nos dara el valor de la dosis absorbida en agua, impartida por
el haz de rayos X, dependiendo de la sefial TL del cristal irradiado.
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XIlI. C. Linea Celular Linfoblastoide

Se utilizd una linea celular linfoblastoide, homaociga recesiva para el gen ATM
denominada: JHE (- /-) /AT11LA/ (nomenclatura internacional).

Esta linea se obtuvo de los linfocitos B de un paciente que sufria AT. La linea celular
fue donada al laboratorio por el Dr. Richard Gatti (Centro Médico de UCLA, EUA).

XII. C. a: Cultivo de las lineas celulares.

Equipo empleado: Campana de Flujo Laminar Nuaire Clase Il tipo A/B3. Incubadora con
corriente de CO2 VWR Scientific Modelo 2400. Centrifuga Beckman. Microscopio
invertido Olympus CK2

Las lineas celulares se encuentran congeladas dentro de crioviales sumergidos en
nitrégeno liquido. Al descongelarlas (dentro de la campana de flujo), se colocan las células en
botellas de cultivo que contienen 10 ml de medio de cultivo" y se guardan dentro de la
incubadora (a una temperatura de 37°C y 5% de CO,), observando su crecimiento cada 24 h.

Las células continuaran dividiéndose y con ello multiplicando su nimero, por lo que
después de observar que su estado es adecuado (células viables)', se realiza un conteo celular,
un dia antes del experimento, para asi tomar las porciones correspondientes de celulas que
seran irradiadas y de aquellas que seran congeladas nuevamente (para evitar que se extinga el
tipo de linea celular), ademas de considerar una proporcion igual para las células que serviran
como control de nuestro experimento.

Se cultivaron alrededor de 800 000 células en 1.5 ml de medio de cultivo completo,
dentro de cada pozo de cajas estériles (Costar), identificando en cada pozo a las células control
(NO irradiadas) y a las células a irradiar. Después de 24 h, se toman las células de cada pozo y
se colocan en tubos conicos de polipropileno de 1.5 ml (Eppendorf), con 200 pl de medio de
cultivo RPMI-1640 (Sigma), en donde sera mas facil su transporte e irradiacion.

" El medio de cultivo “completo” para el crecimiento de las células se constituye de: 87% de medio
RPMI-1640 (Sigma), 10% de suero fetal bovino (SFB; Gibco-Invitrogen), 1% de L-glutamina (Sigma) 1%
de aminoacidos no esenciales (Sigma) y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco-Invitrogen) [Anexo C].

" Por células viables, se entiende que al observarse con el microscopio, presentan una apariencia esférica, y
con un brillo intenso en la membrana (membrana refringente).
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XIl. C. b: Condiciones de irradiacion

Como se menciond anteriormente: la irradiacion de las lineas celulares se realizé con un
equipo de rayos X de radiodiagndstico marca Philips modelo “Diagnost 15” del INCan. Las
condiciones de operacion del tubo al irradiar a las celulas, se muestran en la siguiente tabla:

Tasa de Dosis Alta Baja

Numero de disparos 2 6

Tamafio del campo 15 x 15 (cm x cm) 15 x 17 (cm x cm)
Distancia fuente (foco) — ClI 95+1cm 165+ 1cm

Voltaje de operacion del tubo de 125 kv
rayos — X (kVp).
Carga de operacion del tubo 500 mAs
Tiempo de exposicion 4.235 segundos

Tabla XI1. C.1: El voltaje de operacidn, la carga del tubo y el tiempo de exposicion fueron determinados
desde la consola del equipo de rayos X. La Cl se emple6 en cada irradiacion, sélo como referencia para
verificar que se impartiera la exposicion requerida (segun Tabla XII. A.14) a la distancia establecida.

17 ] 1
| | W in,

Gradilla con tubos Eppendorf

Camara de lonizacion

Tubo de rayos X.

Figura XII. C.2. Imagen de la irradiacion de células (dentro de los tubos Eppendorf) con rayos X.
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La dosis impartida por el haz de rayos X a las lineas celulares, se determiné empleando
dosimetros termoluminiscentes (DTL). El célculo de la dosis se mostrara posteriormente.

XIl. C. c: Evaluacién del efecto citostatico y genotdxico de la Rl

Se evaluaron biomarcadores de citotoxicidad y dafio al ADN utilizando la técnica de
MN [Fenech 2000], [Gutiérrez y Hall 02]. Para evaluar el efecto citostatico de la RI se
determin6 el indice de Division Nuclear (IDN) [Fenech 2000], que se calculé analizando 200
celulas (m) y la frecuencia de las células mononucleadas (CMN), binucleadas (CBN) y
polinucleadas (CPN), utilizando la siguiente formula:

IDN = [CMN +2 (CBN)+3 (CPN)] / m

Para la evaluacion del efecto genotoxico de la RI, se analizé la frecuencia de MN en un total de
1000 CBN por laminilla [Fenech y Crott 02], contando bajo el microscopio optico (Olympus,
modelo BH2).

A las 24 horas de iniciado el cultivo y despueés de la exposicion a los rayos X, se agregd
a cada cultivo celular, una concentracion final (3 ul por cada 1 ml de medio completo) de
Citocalasina — B (Cyt — B) de una solucion stock de 2 mg/ml en Dimetilsulféxido (DMSQO)
(Sigma). Las células fueron cosechadas a las 48 horas de iniciado el cultivo (esto es 24 horas
después de la irradiacion). Por centrifugacion (a 1200 rpm por 10 minutos) se separaron del
medio de cultivo y fueron fijadas con metanol/acido acético glacial (Merk) (3:1). Las células
fijadas se colocaron en un portaobjetos humedecido previamente con agua fria, y se colorearon
con la tincion Giemsa (Merck), después del secado, se observaron bajo el microscopio (100X)
para la evaluacion de las células y conteo de MN.

XIl. C. d: Analisis Estadistico
1.- Todos los experimentos fueron realizados cuatro veces en pruebas independientes.

2.- Para la evaluacion de los datos se utilizé la estadistica (prueba t — Student y ANOVA, con
Tukey al 95%) del programa OriginPro version 7.0, para determinar la diferencia de medias
entre el grupo control y el grupo irradiado de la linea celular.

3.- Se consideraron valores de *p<0.05 (significativo) y **p<0.01 (altamente significativo).
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CAPITULO XIlI. RESULTADOS

XI11. A.- Resultados DTL

Inicialmente mostraremos el valor, determinado con DTL, de la dosis impartida por el
haz de rayos X. Posteriormente, se mostrara la frecuencia de micronucleos inducida en la linea
celular irradiada, bajo las condiciones establecidas y se comparara el dafio producido con la
fuente de particulas beta *°Sr/*°Y a valores similares de dosis.

XII. A. a: Dosis impartida por rayos X, medida con dosimetros termoluminiscentes (DTL)

Una vez irradiados los DTL, se trasladaron al Laboratorio de Dosimetria del IFUNAM,
para realizar la lectura de la sefial al dia siguiente (como lo indica el protocolo), empleando la
ecuacion XIlI. B. 13 calcularemos la dosis en agua recibida por los cristales; los datos obtenidos
para cada tasa de dosis se muestran en las siguientes tablas:

Tabla XI11. A.1a: DTL irradiados a una tasa de

dosis BAJA.

Tabla XI11. A.1b: DTL irradiados a una tasa de

dosis ALTA.

Sefial TL Dosis Sefial TL Dosis
#de DTL | corregida (£ 3.6%) #de DTL | corregida (£ 3.6%)
(£ 2%) puC cGy (£ 2%) uC cGy
10 1.094 10.5 16 1.114 10.7
7 1.093 10.5 20 1.137 10.9
12 1.100 10.6 2 1.142 11.0
18 1.159 11.1 19 1.102 10.6
4 1.156 11.1

Se realiz6 una lectura de fondo de los DTL, obteniendo en promedio: (70 +4) X 10~° uC, lo

cual es despreciable con respecto de la lectura de cada dosimetro.
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En la siguiente tabla se muestra la dosis promedio (Cl) en agua (calculada con la ec. XIlI.
A.11) empleando la camara de ionizacidn, asi como la dosis promedio (DTL) en agua, medida con

los DTL, para cada valor de tasa de dosis.

Tasa |Dosis promedio | Incertidumbre | Dosis promedio | Incertidumbre

de (Cl)enagua | de Dosis (Cl)| (DTL) enagua | de Dosis (DTL)
dosis (cGy) (%) (cGy) (%)
BAJA 11.1 3.4 10.76 3.6
ALTA 10.9 1.0 10.79 3.6

Tabla XI11. A.2: Dosis promedio en agua, empleando los datos de la ClI al momento de la irradiacién y los valores
obtenidos para la dosis DTL de las tablas XIll. A.lay A.1.b.

La tasa de dosis promedio se determin0, para cada caso (alta y baja), empleando el tiempo

total de exposicién dado por la consola de operacion del tubo de rayos X y la dosis promedio
medida con los DTL.:

Tasa de | Tiempo total de los | Dosis promedio en | Tasa de Dosis promedio
Dosis disparos (s) agua (+ 3.6%) cGy (+ 3.6%) cGy/s
BAJA 25.410 10.76 0.42
ALTA 8.470 10.79 1.27

Tabla XI11. A.3: Tasa de dosis promedio (en agua) a partir del valor de dosis promedio en agua determinado por
los DTL y el tiempo total de los disparos.

Como era de esperarse, la tasa de dosis alta es 3 veces mayor que la tasa de dosis baja.

De los datos mostrados en las tablas anteriores, observamos que ambos valores de dosis en
aguay tasa de dosis, medidos tanto con los DTL como con la Cl son consistentes, por lo que podemos

tener confianza al determinar la dosis impartida en agua por el haz de rayos X, a partir de medir la
exposicion con la Cl.

En promedio, el valor de la dosis calculado con los datos de la Cl es mayor en un 4 %
(aproximadamente) que el valor de la dosis promedio determinada con los DTL.
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XI11. B.- Resultados de la irradiacion de LCL

Para cada valor de tasa de dosis, se realizaron 4 réplicas del experimento, a fin de
obtener una estadistica adecuada en la determinacién de la frecuencia de micronucleos.

XIII. B. a Dosis y Tasa de Dosis calculada con la Cl, impartida a las células

La CI se utilizo en cada réplica para garantizar que no hubiera variaciones considerables
en la exposicion (y por lo tanto en la dosis absorbida) al realizar cada disparo de rayos X,
ademas de que asi conoceriamos el valor de la dosis impartida en el momento de las
irradiaciones, ya que en esta ocasion no se ocuparian DTL.

Los valores promedio de la dosis total impartida (calculada con la ec. XII. A.1l) y la

tasa de dosis (I5), se muestran en la Tabla XIII. B.1.

Tasade | Dosis total en | Tasa de Dosis | DE % de

Dosis | agua(cGy) | (D)(cGyls) | Dosisy D
BAJA 11.2 0.44 1.1
ALTA 10.9 1.29 1.7
Tabla XI11. B.1: Valores medidos de la dosis total y tasa de dosis impartida a las lineas celulares al

momento de irradiarlas. Se muestra la desviacién estandar porcentual (DE %) en cada caso. El tubo fue
operado a 125 kVp y 500 mAs.

Considerando la diferencia mostrada (en la seccion XIII. A) entre la dosis calculada con
la Cl y la dosis estimada con DTL, podemos asegurar que las células recibieron un promedio
de dosis total en agua de 11 + 4 % cGy, por el haz de rayos X, para ambos valores de tasa de
dosis. En la Figura XI11. B.2 se muestran ejemplos de las células irradiadas.

Figura XI11. B.2: Imégenes de células binucleadas con micronucleo dentro de la membrana celular.
Obtenidas después de ser irradiadas con rayos X de 125 kVp a una dosis de 11 cGy.
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XI111. B. b: indice de Division Nuclear (IDN)

Las células irradiadas (IRRAD) y las no irradiadas (CTRL, llamadas también “control”),
se trasladaron de regreso al Laboratorio de Gendmica y Toxicologia Ambiental (I11B — UNAM)
y se colocaron en 1.5 ml de medio de cultivo con 4.5 pul de citocalasina — B (como lo indica el
protocolo) y se cosecharon 24 horas después de la irradiacion. Al dia siguiente, se realizo la
fijacion en las laminillas y tincion de las mismas para el conteo de micronicleos y del IDN
(indice de division nuclear). Los resultados de este ultimo se muestran en la Tabla XIII. B.3.

Tasade | IRRAD | CTRL
dosis | It [ 1 | IV |Prom| DE | I Il | IV |Prom| DE
BAJA | 16 | 1.7 | 18 | 1.8 | 1.75 | 0.09 1.7 | 1.8 | 1.7 | 1.8 | 1.74 | 0.05
ALTA | 16 | 1.7 | 1.6 | 1.8 | 1.64 | 0.09 1.6 | 1.4 | 17 | 1.8 | 1.69 | 0.10

Tabla XI11. B.3: Se muestran los valores del IDN, su promedio y desviacion estandar (DE). Los nimeros
romanos indican la repeticion realizada.

Ni para las células irradiadas (IRRAD), ni para el control (CTRL), existe diferencia
estadistica entre los valores promedio del IDN (columna “Prom”) para baja y alta tasa de dosis.
El promedio del IDN de las células irradiadas y del control es de 1.69 + 0.07 y 1.72 + 0.04,
respectivamente. Estadisticamente (prueba t de Student) no se encuentra una diferencia
significativa entre estos valores (IRRAD y CTRL), esto indica que la irradiacion con rayos X
no afecto la cinética de la linea celular.

XIII. B. c¢: Frecuencia de Micronucleos

Los micronucleos se contabilizaron en un total de 1000 células binucleadas, para cada
una de las repeticiones (I — IV). Los datos obtenidos se muestran en la tabla XIII. B.4.

Tasa de IRRAD CTRL

Dosis I I Il IV | Prom | DE I Il Il v Prom DE
BAJA | 102 | 80 | 64 88 | 835 | 159 66 | 39 24 19 37.0 211
ALTA | 174 | 140 | 88 | 110 | 128.0 | 37.3 75 | 66 24 19 46.0 28.6

Tabla XI11. B. 4: Valores del nimero de micronucleos (# de MN) en células control y células irradiadas
(IRRAD), para dos valores distintos de tasa de dosis. Se determiné el promedio (Prom) y la desviacién
estandar (DE) en cada caso.

La incertidumbre del conteo de MN se estim6é mediante la desviacion estandar de los

datos obtenidos para cada repeticion. En todas las repeticiones, se presenta un menor nimero
de MN en las células irradiadas a una baja tasa de dosis que a un valor mayor de tasa de dosis.
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Se observa que en las repeticiones 111y 1V, el nimero de MN en las células control se
redujo aproximadamente de 1/3 a % veces los valores contados en | y I, esto refleja la
variabilidad y sensibilidad en la linea celular empleada, por lo que es recomendable obtener la
diferencia en la induccién de MN.

De esta manera, haciendo la diferencia del nimero de microntcleos de las células
irradiadas con respecto a su control (# de MN irradiado — # de MN control), tenemos:

Tasa de Dosis | | 1l IV | Prom | £DE | ValorP
BAJA 36 41 40 69 465 | 15.2 0.014
ALTA 99 74 64 91 82.0 | 15.9 0.015

Tabla XI11. B. 5: Datos obtenidos después de restar la lectura de microntcleos presentes en células NO
irradiadas de los MN presentes en células irradiadas. Se muestra el promedio (Prom), la desviacién
estdndar (DE) para cada tasa de dosis, y el valor P después de aplicar la prueba t de Student.

Se observa que se obtienen en promedio, cerca de 82 y 46 (x 15) micronlcleos
adicionales al irradiar con 11 cGy a una tasa de dosis alta y baja, respectivamente. Ademas, la
induccién de micronucleos es significativa (valor P < 0.05) en ambos casos. Como se muestra
en la grafica XIII. B.6.

100 } JHE diferencia }

80 -

60

MN respecto del control

0.44 1.29
Tasa de Dosis (cGy/s)

Gréfica XI11. B. 6: Incremento en el # de MN por encima del valor basal para cada tasa de dosis. Las
incertidumbres se obtuvieron a partir de la desviacion estandar de los valores obtenidos al restar el nimero
de MN de las células sin irradiar (* valor significativo p < 0.05).

De no existir induccion de MN en las células irradiadas, el valor de la columna seria
cero. Realizando un analisis de varianza (ANOVA), se observd una diferencia significativa (p =
0.02 < 0.05) en la magnitud del dafio provocado por cada tasa de dosis.
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CAPITULO XIV. DISCUSION DE RESULTADOS

Los mecanismos relacionados con efectos adversos a la salud después de exponerse a
bajas dosis de radiacion ionizante no han sido del todo comprendidos. La Rl empleada en
métodos de diagnostico, cuenta con suficiente energia para modificar la estructura molecular,
incluso al ADN, de las células irradiadas. Algunos de estos cambios moleculares son tan
complejos que dificilmente los mecanismos de defensa podrian repararlos correctamente. Sin
embargo, las evidencias indican que s6lo un pequefio porcentaje de tales cambios podrian
resultar en algln cancer o en algun otro dafio a la salud [BEIR VII 05].

La RI afecta, principalmente, al ciclo celular en los puntos de control G1/S y G2/M, la
situacién mas critica se ha observado en la fase G1 ya que la célula irradiada no se detiene a
reparar antes de una nueva replicacion, si se da un proceso de reparacion, pero no es adecuado,
puede dar por resultado una replicacion defectuosa en el ADN y como consecuencia
inestabilidad cromosomica [Kastan y col., 1992] y [Morgan y Kastan, 1997].

En este trabajo se evalu6 la magnitud del dafio producido por bajas dosis de rayos X de
diagndstico (125 kVp), utilizando un modelo bioldgico sensible a la radiacion, adecuado para
evaluar los efectos genotdxicos de la Rl a bajas dosis. En particular, se determiné la induccion
de MN en la linea celular linfoblastoide JHE (- / -) (homdciga recesiva del gen ATM), al ser
irradiada a baja dosis. Ademas, se observo si existe diferencia al irradiar con dos tasas de
dosis distintas.

Los resultados obtenidos para proliferacion celular (determinada con el IDN)
mostraron que la exposicion a rayos X de 125 kVp, no tuvo efectos citotoxicos ni modifico la
cinética celular de la linea celular linfoblastoide irradiada. Sin embargo, se muestra un
incremento significativo (p < 0.05) en la frecuencia de MN de las células irradiadas, con
respecto de las no irradiadas, a una dosis total de ~11 cGy. Obteniendo ademas, un mayor
numero de MN al emplear una tasa de dosis mayor que otra tres veces inferior.

XIV. A.- Efecto de la Tasa de Dosis en la induccién de MN con radiacién de baja LET

Los trabajos realizados respecto del efecto de la tasa de dosis de la radiacion de baja
LET sobre algun sistema bioldgico, muestran diversos resultados. La mayoria de los trabajos
previos emplea dosis totales mayores que 100 cGy [UNSCEAR 2000], mostrando en general,
que el efecto depende de la dosis total impartida y que el dafio producido por radiacién de
baja LET disminuye al reducir la tasa de dosis, como consecuencia de la reparacién del dafio
subletal. También existen resultados en los que no se presenta una diferencia considerable en
el efecto producido al variar la tasa de dosis, e incluso, en algunos estudios, se llega a
presentar un efecto inverso, esto es, que a menor tasa de dosis, se produce mayor dafio.
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La informacion disponible que considera la induccion de micronucleos y los efectos de
la tasa de dosis por fotones muestra también resultados diversos, aungue escasos. Se
presentan experimentos en donde al variar la tasa de dosis y con dosis menores que 1 Gy (de
rayos X de 250 kVp), no se produce ningun efecto en la induccion de MN, [Vral y col., 92],
sin embargo, al irradiar a dosis totales mayores que 2 Gy, se presenta un menor nimero de
MN a una baja tasa de dosis (0.67 cGy/min) que a un valor 10 veces mayor. Un efecto similar
se presenta en otro estudio al emplear tasas de dosis con una diferencia mayor (de 0.21 a 300
cGy/min) [Bhat y Rao 03] empleando una fuente de ®Co. Al irradiar linfocitos humanos a 4
Gy, con rayos gamma de una fuente de ®°Co, se observé una induccion de MN 1.7 veces
mayor, con 0.3 cGy/min, que con 0.15 cGy/min [Boreham y col., 2000].

En todos los casos anteriores se emplearon linfocitos humanos de donadores sanos, las
diferencias significativas en la frecuencia de MN, se obtuvieron a partir de dosis totales
mayores que 1 Gy.

El hecho de que a una tasa de dosis mayor se presente un mayor niamero de MN no es
concluyente, ya que también se ha observado un efecto inverso de tasa de dosis: al irradiar
ratones con células implantadas de carcinoma de Lewis, empleando dosis de 2 a 6 Gy por un
haz de rayos gamma de ®°Co, y a tasas de dosis de 34 y 100 cGy/min [Widel y col., 98], se
obtuvo un mayor nimero de MN (3.25 veces mas) con la tasa de dosis mas baja; se comenta
que las diferencias en el tiempo de exposicion no son significativas, por lo que esta diferencia
no puede explicarse por algun cambio en la cinética celular, sin embargo, probablemente el
tipo de linea celular provocoé que hubiera una mayor muerte celular a alta tasa de dosis
provocando que el conteo de MN resultara menor que con una baja tasa de dosis.

La formacién de MN depende también de la capacidad de reparacion del dafio al ADN.
Algunos de los autores coinciden en que, para dosis menores que 2 Gy, la reparacion del dafio
subletal resulta eficiente, sin embargo, a dosis mayores, los efectos producidos son dificiles de
modificar ya que se presenta un dafio mas severo, influyendo en la magnitud del dafio tanto la
dosis total impartida como la rapidez con la que ésta se deposita (tasa de dosis) [Vral y col.,
92], [Boreham y col., 2000] y [Bhat y Rao 03], ademas del tipo de células irradiadas.

Empleando células de pacientes con AT (AT10S/T — n, AT2KY/T y AT5KY/T,
homacigas recesivas), irradiadas a baja tasa de dosis (0.03 cGy/min por rayos y con energia
de 660 keV emitidos por una fuente de *’Cs,) y a alta tasa de dosis (2 Gy/min por rayos X de
150 kVp), con dosis totales de 0.3, 0.6, 0.8, 1.0 y 1.2 Gy, encontraron que la frecuencia de
MN no tuvo una diferencia significativa a las tasas de dosis empleadas [Nakamura y col., 06].

Nuestros resultados muestran que con una alta tasa de dosis se encuentra una mayor
induccién de micronucleos comparada con la irradiacion a un valor menor de tasa de dosis,
(para 11 cGy de rayos X de diagndstico) en una linea celular homaociga recesiva de AT,
empleando en ambos casos el mismo haz de radiacion.
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XIV. B.- Induccion de MN con particulas beta y con rayos X de diagndstico

Los datos obtenidos, hasta ahora, de la induccion de MN en la linea celular JHE —/—, al
irradiarlas con particulas beta y rayos X se muestran en la Tabla XIV. 1.

. Fuente de | Dosis | Tasa de Dosis LCL MN en Incremento
Referencia .., . RR/cGy
Radiacion | (cGy) (cGy/min) (JHE -/-) | 1000 CBN en MN

Mata 05 0gy/0y 12 CTRL 9 25+6 0.11 £0.01
0.3 IRRAD 120

Moggoso 90g /%0y 12 CTRL 67 21+6 | 0.11+001
0.7 IRRAD 88

CTRL 37 46 + 15 0.20 + 0.02

Presente

' rayos X 1 26 IRRAD 83
trabajo CTRL 46

82 + 16 0.25 + 0.02
77 IRRAD 128

Tabla XIV.1: Valores de MN inducidos en la linea celular linfoblastoide JHE —/—, por particulas beta de

una fuente de *Sr/®®Y y por rayos X de diagnéstico (125 kVp), a bajas dosis y distintos valores de tasas de

dosis. La irradiacion con el haz de rayos X tiene una duracion del orden de segundos, mientras que con la

fuente de particulas beta es de minutos, para poder comparar las magnitudes de la tasa de dosis de cada

haz de radiacidn (y con otras referencias bibliograficas) se emplearon las unidades de cGy/min. RR/cGy
se refiere a la Respuesta Relativa por unidad de dosis.

En todos los casos, los MN se contaron en un total de 1000 células binucleadas (CBN).
Se aprecia una diferencia (2 a 4 veces mayor) en el incremento de MN por rayos X respecto
de los obtenidos al irradiar con particulas beta. Para rayos X, la respuesta relativa por unidad
de dosis aumenta conforme se incrementa la tasa de dosis, mientras que para particulas beta
no hay un cambio notable.

Se han realizado trabajos similares en donde se compara el efecto en lineas celulares
producido por rayos X y por particulas beta (en particular de Sr/*®Y); aunque éstos han sido
escasos, en la mayoria de los estudios se encuentra que los rayos X inducen un mayor dafio,
incrementando la produccion de dicéntricos [Schmid y col., 06], aberraciones cromosémicas
[Oliveira y col., 01], micronucleos [Mill y col., 96], e incluso analizando dafio celular
empleando simulaciones Monte Carlo [Brenner y col., 98].
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En un articulo se menciona que hay una frecuencia del doble de MN inducidos con
rayos X de 250 kVp (RBEy, = 2.0 £ 1.3) en linfocitos humanos, comparado con los obtenidos
por particulas beta de *Sr/*®Y. Las dosis empleadas fueron de 0.3 a 1.8 Gy, [Mill y col., 96].

En el presente trabajo se encontrd que la respuesta relativa por unidad de dosis aumen-
ta de 0.11 a 0.20 y 0.25 al incrementar la tasa de dosis, 100 y 200 veces respectivamente,
mostrando que la tasa de dosis por radiaciéon de baja LET influye de manera considerable en
la linea celular JHE —/-.

Otro factor importante en el dafio celular es el espectro de energia del haz empleado
como se muestra en un estudio realizado con distintas calidades de haces de rayos X y rayos
gamma de ®°Co se evalud la induccion de MN al irradiar linfocitos humanos a dosis de 0.1 a 5
Gy con la misma tasa, encontrando que a menor energia (kVp) la LET se incrementa y el
RBE (Eficacia Biologica Relativa, considerando la frecuencia de MN) se incrementa de forma
proporcional con respecto de la LET empleada [Verhaegen y Reniers 94].

Los efectos encontrados en el presente trabajo respecto de un mayor nimero de MN
inducido por rayos X que por particulas beta, nos muestran que las condiciones de irradiacion
influyen en el dafio biologico producido en las células radio-sensibles. Uno de los principales
factores que pueden contribuir a que el efecto sea de mayor (0o menor) magnitud es la tasa de
dosis. Aln a bajas dosis, este factor debe ser tomado en consideracion.

El modelo bioldgico empleado en este trabajo nos permitio tener una mayor
sensibilidad en la respuesta al irradiar con valores bajos de dosis, sin embargo, de ninguna
manera pueden extrapolarse los resultados obtenidos, creyendo que efectos similares se
encontraran en lineas celulares de otro tipo.

La razén por la que el factor de ponderacion por radiacion wg' se considera igual a 1
para radiacion de baja LET (fotones y electrones de cualquier energia, excepto electrones
Auger de 0.3 — 2.1 eV [ICRP 60]), es mas por un acuerdo del Comité¥, que por un proceso
cientifico riguroso, aunque hasta ahora no hay estudios concluyentes que contradigan dicha

I'El factor de ponderacion wg depende de la LET y esta determinado por la ICRP como una manera de
representar RBE a bajas dosis y baja tasa de dosis para efectos bioldgicos relevantes a la proteccién
radiolégica, tales como la induccién del cancer y efectos hereditarios. Se emplea en proteccion radioldgica
para reducir a las radiaciones de una efectividad bioldgica distinta a una escala comdn. [Hall 2000]

k Basado en que los rayos X ionizan y excitan indirectamente a la materia: a través de los electrones
primarios, expulsados de sus Orbitas alrededor de los atomos que la constituyen (efecto fotoeléctrico y
Compton), estos electrones a su vez, producen una ionizacion mayor que la radiacién primaria. De manera
semejante las particulas beta, ionizan y excitan directamente al interaccionar mediante los campos
electromagnéticos con los electrones y atomos del material irradiado. Aunque pueden existir fluctuaciones
en los valores de wg, para propdsitos practicos se toma el valor de 1 para ambos tipos de particulas.
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decision. Sin embargo, se sabe que a baja energia, haces de baja LET no cuentan con la
misma efectividad biol6gica [Schmid y col., 06].

Los parametros de irradiacién con rayos X (125 kVp), fueron elegidos de tal forma que
se pudiera obtener una dosis similar a la empleada con particulas beta [Mata 05 y Moscoso
06], ademas de considerar las dimensiones de la sala, para variar la distancia fuente — blanco,
a fin de impartir diferentes valores de tasa de dosis. El uso de estos pardmetros no es comdn al
tomar placas radiograficas.

Los valores de dosis equivalente empleados en radiodiagnostico van de 3 a 25 mSy,
para mamografia y tomografia computarizada, respectivamente; (para haces de baja LET
podemos considerar 1 mGy = 1 mSv (mili — Sievert)), las dosis empleadas en el presente
trabajo (~11 cGy), son superiores a las empleadas en este tipo de estudios, sin embargo en
ocasiones las pruebas no se realizan solamente una vez ademéas de que los efectos de la
radiacion son acumulativos. Ademas el tipo de linea celular empleada no corresponde a
pacientes sanos, ya que al contar con los dos alelos mutados, el sindrome se hace evidente y
los efectos presentes, contrario a como podria ocurrir con células heterdcigas o normales al
gen ATM.

La informacién proporcionada en este trabajo respecto a la induccion de MN por
particulas beta y por rayos X debe ser verificada y complementada con estudios posteriores,
en donde se incluyan otras lineas celulares del gen ATM (heterdcigas y silvestres), e incluso
células de pacientes sanos, ademas de verificar si los efectos de la tasa de dosis, a dosis totales
bajas, resultan relevantes.
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CAPITULO XV. CONCLUSIONES

XV.- Conclusiones

En el presente trabajo, se irradio la linea celular JHE —/- (heterociga al gen ATM)
con un haz de rayos X de radiodiagnéstico operado a 125 kVp (energia efectiva de 43.6
keV), impartiendo bajas dosis (11 cGy) y dos valores distintos de tasas de dosis (0.44 y
1.29 cGyl/s, esto es 26 y 77 cGy/min). Se plantean las siguientes conclusiones:

> Al irradiar con rayos X, se presentd un incremento en la frecuencia de MN del
doble y una respuesta relativa por unidad de dosis, mayor en un 25% al irradiar con
un valor de tasa de dosis ~3 veces mayor que otro.

» Con una dosis en agua de 11 + 4% cGy de rayos X, no se presentd ninguna
alteracién considerable en la proliferacion celular de JHE —/—, observado al medir
el indice de division celular (IDN).

> Se puede apreciar (Tabla XIV. 1) que la cantidad de micronucleos inducidos por
particulas beta de una fuente de *Sr/°°Y con una dosis total de 12 cGy y tasas de
dosis de 0.3 y 0.7 cGy/min, es 2 veces menor que los MN encontrados al irradiar
con rayos X, con una dosis total en agua de 11 + 4% cGy y tasas de dosis de 26 y
77 cGy/min. Un resultado similar se obtiene al considerar la respuesta relativa por
unidad de dosis.

> La tasa de dosis debe ser tomada en consideracion al irradiar a la linea celular JHE
—/-, alin a bajas dosis de rayos X y particulas beta.
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ANEXO A.- CARACTERISTICAS Y PARAMETROS DE OPERACION DEL TUBO
DE RAYOS X.

Antes de irradiar las lineas celulares, se determinaron las condiciones de operacion del
equipo de rayos X para irradiar a las células. Principalmente se determind el kVp (kilo voltaje
pico) y el mAs (carga producida por el tubo, definida como: Corriente x Tiempo), los cuales
son parametros que se manipulan directamente desde la consola de operacién del tubo. Se
pretendid obtener la maxima exposicion, por lo que los parametros finales fueron de los mas
altos posibles (sin llegar a los limites propios del equipo).

Con una camara de ionizacion (marca Unfors), se determind si el voltaje y tiempo de
exposicién indicado desde la consola del equipo correspondia a lo que media la CI.
Manteniendo una distancia anodo — Cl de 87 + 1 cm y tamafio de campo de 10 x 10 cm?, se
encontraron resultados para 60, 100 y 125 kVp; mostrando que el promedio del voltaje
medido (con la CI) siempre fue menor (4%) respecto del valor esperado (consola del equipo).
Para el tiempo de exposicion, se tuvo una diferencia menor que el 1.0% del valor medido
respecto del esperado, manejando 100 mAs para 60 y 100 kVp y 60, 100 y 300 mAs para 125
kVp. En ambos casos, la reproducibilidad de las medidas (por triplicado) es aceptable, ya que
tanto para el tiempo como para el voltaje, la desviacion estandar de las medidas realizadas con
la Cl Unfors no fue mayor al 0.2%.

Una de las razones por la que se decidié usar la cdmara Unfors es porque proporciona
diversa informacion (voltaje, exposicion, tiempo de disparo, tasa de exposicion) al realizar un
disparo, sin embargo la Cl Unfors no es adecuada para medir la exposicion de haces de
ortovoltaje (100 — 300 kVp), para ello se emple6 la CI RADCAL. La diferencia entre los
valores de la exposicion con 125 kVp y 60, 100 y 300 mAs, medidos por ambas cdmaras, no
fue mayor que el 1%. Se encontrd que la exposicion aumenta proporcionalmente con respecto
de la carga (mAs) empleada, para un kilovoltaje fijo (125 kV). ElI maximo valor de carga
permitido por el equipo de rayos X es de 750 mAs, para evitar que el equipo se sobrecaliente
y obtener la mayor dosis posible se empled una carga de 500 mAs.

De manera semejante se midio la tasa de exposicion, la Cl Unfors nos da directamente
este valor. Para la CI RADCAL, es necesario dividir el valor de la exposicion determinado
por la camara entre el tiempo de disparo mostrado en la consola de operacion del tubo de
rayos X, asi se pudo verificar también la veracidad del valor del tiempo mostrado en la
consola. Los datos obtenidos, con un kV fijo de 125 y variando la carga a 60, 100 y 300 mAs
se muestran en la Tabla A.1.
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Los datos encontrados determinan que la diferencia porcentual es menor que el 1%
entre el tiempo medido con la cdmara UNFORS y el tiempo que marca la consola, de manera
semejante para la tasa de dosis se presenta una diferencia porcentual menor que el 4% entre
ambas cdmaras de ionizacion. Con estos datos, podemos considerar a la lectura del tiempo en
la consola del tubo de operacion de rayos X como confiable, bajo una certeza del 1%.

Carga | Exposicién | = DE de Tiemp_o_qle + DE de T?‘S?‘,de + DE de
O | mas | OmR) | X | OO o gox | EXPCSIEON 040 | g
UNFORS 60 883.27 1.10 157.8 0.12 335.20 0.10
100 1467.0 2.8 283.25 0.07 310.4 0.6
300 4420.5 15 1195.0 0.10 221.80 0.00
RADCAL 60 914.0 0.0 157 349.3 2.22
100 1518.7 0.0 284 320.8 1.13
300 4516.7 0.1 1205 224.9 0.19

Tabla A.1: Exposicion, tiempo y tasa de exposicion obtenidos con ambas camaras de ionizacion, asi como
la desviacion estdndar (+ DE) correspondiente a cada valor, realizando 3 repeticiones a un valor fijo de
125 kV y cargas de 60, 100 y 300 mAs.

Se aprecia que la tasa de exposicion disminuye conforme aumenta el valor de la carga
producida (mAs). Al realizar disparos a 300 mAs, se encontré que el equipo marcaba un
tiempo de enfriamiento de 90 segundos, antes de ese tiempo no se pueden realizar disparos.

Finalmente, las condiciones de operacion del equipo quedaron en emplear un voltaje
de 125 kVp y una carga de 500 mAs, considerando las limitaciones del equipo (150 kV y 700
mAs), a fin de no forzar su funcionamiento habitual (100 kV y 60 mAs, valores comunmente
empleados). Las condiciones finales de operacion del tubo de rayos X, asi como la distancia
fuente — objeto y el tamarfio del campo, se muestran en el Capitulo XII de esta tesis.
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ANEXO B: CALCULO DEL FACTOR DE CORRECCION POR LA ENERGIA DEL
HAZ DE IRRADIACION DE LOS DTL.

La respuesta TL del LiF varia dependiendo de la energia del haz de irradiacion. Para
determinar la relacion en la respuesta por unidad de dosis, al irradiar con gammas de una fuente
de ®°Co, y fotones de distinta energia emplearemos la figura B.1 [Attix 86]:

15
LiF
4 QO rod PERR
3l @ L RESPONSE PER R
(@ TL RESPONSE PER rod
12 O ISOTOPE
& X RAY
0 NRL DATA

RESPONSE RELATIVE TO 60Co ¥y RAYS

/ ~ 45 keV
08 /
07 Lifll [ | I-Tlllll] 1 | 1 1 b il |
10 100 1000

EFFECTIVE PHOTON ENERGY (keV)

Figura B.1: La curva C representa la respuesta TL por rad en LiF (1 rad = 1 cGy) para fotones con energias
de 6 a 2800 keV, dividida entre la misma cantidad medida para rayos y de ®C. [Figura 14.9 de Attix 86].

Observamos que para una energia de 45 keV (aprox.), el valor de la respuesta TL por
unidad de dosis en LiF, en la curva C, es de ~ 1.07 respecto de la respuesta a un haz de ®“Co, esto
es, que la respuesta TL para rayos X de ~ 45 keV es 7 % mayor que la estimada con radiacion
gamma de *°Co, en la region de respuesta lineal del DTL y para la dosis absorbida en LiF. Esto se
puede expresar de la siguiente manera:
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o),

—  —7X 107 ec. B.2 Donde: 7 j (5 ) son las respuestas a
(y ) ( ) ( DLiF X y %DLiF 60c, P
DLiF 80

una energia “X”’ y a rayos gamma de °°Co, por unidad de dosis
en LiF (Dy;g), respectivamente.

(En la ecuacion (ec. B.2) “X” se refiere a la energia efectiva del haz de rayos X, y tiene
un valor de 43.6 keV, “°Co” = 1.25 MeV)

Si consideramos equilibrio de particula cargada (EPC) y una misma fluencia de
fotones irradiando al cristal de LiF y el material W, se satisface la siguiente relacion:

Hen j
Dy P e :(ﬂen/pj (ec. B.3)
w

o (ﬂen pjw

Entre las dosis (D y Dw) Y el coeficiente masico de absorcién de energia, para un haz
de fotones de cierta energia que incide en el material W, si despejamos D, - y se sustituye en

(ec. B.2) tenemos:
LiF
S{Dw(ﬂ%)w LCO
LiF
SCAY

Considerando W = agua, entonces (D,, ), nos dara la dosis en agua al irradiar con el
haz de rayos X. Despejando este término de la ecuacion anterior y reacomodando:

1.07 = (ec. B.4)

(ec. B.5)

). .
oo fo] {[(ﬂ: jj} @
Pl |,

Sustituyendo los valores correspondientes para los coeficientes masicos de absorcion

. . D . . .
de energia y considerando {W} como el inverso de la pendiente de la curva de calibra-
GOCO

cion de los TLD (el valor se muestra en la ec. X1I. B.11) obtenida para rayos y de *°Co:
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Sx |D 0024 6.02965

(Dy ), == { W} : (ec. B.6)

o | 0.0622
LO7LS Jec, 0.0558

y considerando:

0.0247
{ 002965 _ fffj; _ 0.7474] (ec. B.6a)
~/0.0558
Obtenemos asi:
D
(Dy ), =0.70xS, {—W} (ec. B.7)
GOCO

En esta expresion se relaciona la sefial de los DTL (Sx) al ser irradiados por el haz de

rayos X y la dosis en agua impartida (D,, ), -

En los célculos anteriores, todos los valores de (“enpj fueron obtenidos de la pagina

del NIST: http://physics.nist.gov/PhysRefData/XrayMassCoef/cover.html
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ANEXO C: PROTOCOLO PARA TRABAJAR CON LINEAS CELULARES
LINFOBLASTOIDES

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

El material a esterilizar, se coloca en la
campana del cuarto de cultivo, ésta debe estar
con luz UV 15 min, y luego al dejar todo el
material se deja con flujo laminar y luz UV por
90 min. Obligatorio usar guantes y flujo laminar
permanente. Antes de empezar a trabajar,
limpiar el &rea con alcohol al 70%.

Inactivacion de Suero Fetal Bovino (SFEB)

- ElI SFB tal como viene del proveedor
(Gibson) se utiliza para preparar el RPMI —
normal.

- Para preparar el Medio RPMI — completo, se
debe inactivar, lo cual se realiza en bafio
maria a 56 °C por 30 min, (se inactivan
algunas proteinas que no son necesarias para
el crecimiento de la mayoria de las lineas
celulares).

- Luego se guardaa— 70 °C.

Preparacion de L-glutamina

Se resuspende con 10 ml de agua estéril
filtrandose con papel con poro de 20 um, se
agita suavemente porque presenta presion y la
tapa puede salir volando.

RPMI-COMPLETO

Para preparar 300 ml necesitamos:

a. Antibioticos (1%).....................3ml
b. Aminoacidos no esenciales (1%)...3 ml
c. L- glutamina (1%)...........c.ceenvee. 3ml
d. SFB Inactivo (10%) ................. 30 ml
e. RPMI-1640 (cpb)......covvveenennnn 261 ml

i. El orden en que se enlistaron es el orden en
el que se deben de agregar los reactivos
(todos deben estar a temperatura de 37 °C,
en bafio Maria, aproximadamente 15 min).

ii. Se utiliza primero AB (antibidticos y
antimicaticos) para evitar contaminacion.

iii. a, by c se agregan con punta azul (1 ml),
SFB con pipeta serologica de 10 ml y
RPMI-1640 con pipeta de 25 ml.

iv. Se rotula indicando fecha de fabricacion, se
sella con Parafilm, para evitar contamina-
cion, en caso de que no se use, se refrigera.

Observaciones:

- Medio RPMI - 1640: es medio simple (no
forma burbujas al agitarlo porque no tiene
SFB el cual es rico en proteinas). Debe estar
a un pH de 7 — 7.2, es decir neutro (color
anaranjado). Cuando se vuelve rojo =
bésico, amarillo = &cido. Se utiliza para
realizar los lavados, conteo de celulas, para
resuspender y leer en la camara de

Neubahuer, y también al momento de
irradiar
- Medio RPMI - completo: se utiliza para

realizar los cultivos, sembrados, etc.

Conservacion de Reactivos:

Congelador:

SFB, L-glut., AB.

Refrigerador:

RPMI-1640, AA no esenciales, Piruvato de Na
(s6lo para lineas celulares de Linfocitos B).

Descongelacion de la linea celular:

Se descongeld la linea celular JHE (-/-) de la
siguiente manera:

1. En la campana de flujo laminar se ponen
tubos conicos de 15 ml con 10 ml de Medio
RPMI-Completo (rotulados y uno por linea).

2. Se sacan los crioviales del tanque, canastilla
y cafia correspondiente a la linea celular. Se
encuentran en nitrégeno liquido a -170°C.

3. Llevarlos a la campana y comenzar a
descongelar agitdndolos hasta observar
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10.

11.
12.

13.

14.

liquido en la parte superior del criovial (no
es recomendable descongelar todo de una
sola vez, para que al momento de trabajar se
termine de descongelar).

El criovial antes de abrirlo, se debe
descontaminar con alcohol al 70 %, se
enjuaga la tapa del criovial y se abre
despacio, la tapa se desecha.

Se toma un poco de medio de cultivo y se
agrega al criovial se trata de homogenizar
con el fin de terminar de descongelar.

Se pasan las células al tubo conico con el
resto del medio completamente.

Llevar a centrifugar a 1200 RPM durante 10
min, se observa el boton de células (si el
botdén es grande se recomienda lavar dos
veces Yy si es pequefio una sola vez).

Se extrae el sobrenadante con la pipeta
Pasteur conectada al vacio, dejando un poco
de medio (menos de 1 ml).

Con una punta azul homogenizar lentamente
evitando hacer burbujas y estresar a las
celulas.

Se pasan las células a las botellas de cultivo
ya rotuladas y con medio de cultivo, se
humedece la parte de atras para que cuando
se observen al microscopio invertido no se
peguen y corramos el riesgo de perder
células), se agrega todo el resuspendido
celular.

Se homogeniza lentamente y se tapa bien.

Se les observa en el microscopio invertido,
para dar un diagndstico de las células.

Se deja en la estufa a 37 °C y una atmosfera
del 5% de CO,. La tapa se deja entreabierta
para asegurar que exista intercambio de gas.

Se dejan 24 h para su crecimiento.

Notas del crecimiento celular:
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Para revisar como estdn creciendo las
células se cierran bien las botellas de cultivo
antes de sacarlas de la estufa y evitar
contaminacion, se agitan suavemente y se
dejan recostadas (evitando que el medio
tenga contacto con la tapa y sea un foco de
contaminacion).

Se dice que estan creciendo bien cuando la
membrana citoplasmaética de las células esta

lisa y se observan redondas, la membrana se
ve refringente, cuando tienen forma de
estrella indican gque estan estresadas.

Si estan muy aglomeradas, se hace una
alicuota para que las demas células puedan
crecer.

Las células para crecer emiten factores de
crecimiento que se engarzan unas con otras
formando cumulos.

Cuando las células no pueden crecer
facilmente o demoran su crecimiento
normal, se debe evitar moverlas para no
estresarlas y se colocan en una posicion
inclinada, es decir, que se acumulen en una
esquina de la botella para que entren en
mayor contacto y los factores de crecimiento
que emiten les facilite un mejor desarrollo.



EXPERIMENTO CON RADIACION
IONIZANTE:

Previo al experimento:

- Ponerse guantes, apagar la luz UV de la
campana de flujo laminar y tapar todo el
material.

- Traer las botellas o pozos de cultivo de la
estufa bien cerrados evitando agitarlas, pues las
células deben estar en el fondo para que al
extraer el sobrenadante del medio no corramos
el riesgo de succionar células con el vacio.

Procedimiento del Primer Dia:

1.- Poner 6 ml de Fycoll (Histopague),
escurriendo por un costado, en cada tubo conico
de 15 ml, previamente rotulado con el nombre
de la linea y si es control o irradiado.

2.- Se absorbe lo mas posible del sobrenadante
de las botellas de cultivo dejando lo suficiente
para no absorber células.

3.- Homogenizar lentamente sin hacer burbujas
con pipetas Pasteur estériles.

4.- Con una pipeta de 1 ml se toman las células,
se agregan al tubo conico por el lado contrario al
que se agrego el Fycoll; el primer ml debe ser
agregado lo mas lento posible para formar el
gradiente (para esto es mejor inclinar el tubo
conico y agregar lentamente), las siguientes
puestas pueden ser mas rapidas, no tardar
mucho porque el Fycoll es toxico para las
células). El gradiente se observa de dos colores,
el Fycoll es transparente y las células color
durazno amarillento, quedando hasta arriba del
tubo. Se agrega todo el contenido de células (las
botellas sin células, se tapan y se llevan
nuevamente a la estufa hasta que se utilicen en
el resembrado).

5.- Centrifugar a 1200 rpm por 10 min, sin
freno para evitar romper el gradiente revisando
que los tubos de la centrifuga estén bien
balanceados.

6.- Preparar tubos con 10 ml de Medio RPMI-
1640, para realizar el lavado del botdn celular.
7.- Del centrifugado se observa el anillo de las
células (existen tres fases inferior transparente

que es el Fycoll con células muertas, anillo
denso con células vivas y superior medio sin
células, esto se forma por densidad).

8.- Con pipeta de 1 ml (punta azul) extraer el
anillo con sumo cuidado, preferentemente de un
solo paso, para lo cual inclinamos el tubo, inme-
diatamente se agrega a los tubos con Medio
RPMI-1640.

9.- Llevar a centrifugar a 1200 rpm por 10 min
(con freno para bajar todas las células).

10.- Se preparan tubos Eppendorf rotulados,
agregando 80 pl de azul de tripano y 900 ul de
medio RPMI-1640, finalmente se agregaran 20
ul del resuspendido celular (20+80+900 =
1000:20, dilucion 50:1).

11.- Al acabar el centrifugado de los tubos, con
pipeta Pasteur se extrae el sobrenadante lo mas
posible sin absorber células.

12.- Agregar 1 ml de Medio RPMI-1640 con
una pipeta serologica a cada tubo que quedd con
el boton para resuspender.

13.- Homogenizar con la misma pipeta dos a
tres veces sin hacer burbujas y evitando estresar
a las celulas (eliminando los grumos), de este
resuspendido se toman alicuotas para contar,
sembrar, resembrar y congelar células.

Conteo de células

1. Tomar 20 ul del resuspendido y se agrega a
un tubo Eppendorf, (previo rotulado), que
contiene azul de tripano y medio RPMI-
1640 (tardar lo menos posible ya que el azul
de tripano es toxico).

2. Vortexear 20 s.

3. Tomar con la misma pipeta 20 pl del
Eppendorf y cargar la cdmara de Neubahuer.

4. Llevar a contar los 4 cuadrantes en el mi-
croscopio optico a 20 X (16 cuadros en total,
verdes refringentes vivas y azules muertas).

5. Segun el numero de celulas totales se
decidira cuantas se resiembran y cuantas se
congelan, para esto se determina el volumen
a considerar en 1 ml de células. Al obtener
el nimero de células necesarias a sembrar
(para posterior irradiacion), se reparte el
sobrante en partes equitativas para el
resembrado y congelacion.
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6. El ndmero total de células (NTC por ml)
se determind mediante la siguiente formula
[Gonzéles 90]:

NTC (células/mL)= (#Lelulas)xlm

4 x50
Donde:

“# de células”: representa al numero de
celulas contadas en los cuatro cuadrantes. Los
factores 4 y 50 se refieren al nimero de
cuadrantes de la camara de Neubahuer y a la
dilucion realizada de la muestra celular en el
medio RPMI-1640 (1000:20) respectivamente.
El factor 10* se refiere al inverso del volumen
de un cuadro de la camara de Neubauer (0.1 pl
= 1X10™ ml).

Para Sembrar

1.- En un frasco multipozos o pozos sencillos se
siembran las células para realizar el
experimento, considerando células control e
irradiadas.

2.- En cada pozo, agregar 1.5 ml de Medio
RPMI-Completo (apenas se agrega se debe tapar
para evitar contaminacion).

3.- Con micropipeta se agregan las células de las
lineas celulares (cantidad en pl determinadas
por calculo), homogenizando para que se
distribuyan adecuadamente.

4.- Se tapa y se lleva a la estufa por 24 h a 37°C

Resembrado
1.- Las botellas donde anteriormente se
encontraban las células en crecimiento se

ocupan para resembrarlas, agregando a cada
botella 10 ml de Medio RPMI-Completo.

2.- Agregar la cantidad segun calculos para
resembrado con una micropipeta sin tocar
boquillas.

3.- Homogenizar muy lentamente sin hacer
burbujas y llevar a estufa por 24 h a 37 °C y 5%
de CO..

Congelado
1.- Se realizan en crioviales los cuales deben
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estar previamente rotulados (Nombre linea
celular, estatus génico, cantidad de células,
fecha y nombre del investigador).

2.- Se toma la cantidad segun céalculos
realizados del resuspendido de los tubos
conicos.

3.- Se abre el criovial y se agrega la cantidad de
células, luego agregar 1 ml de SFB inactivado,
se tapa y se agrega 50 pl de DMSO (por cada 1
ml de SFB se agrega 50 ul se DMSO, no
exceder porque causa la muerte celular).

4.- Se tapa con mucho cuidado, y se agita de
arriba a abajo suavemente y se lleva
rapidamente al tanque el cual debe estar con el
porta crioviales que se deja en la fase gaseosa
por 24 h.

5.- Después de las 24 h se transfiere a su
correspondiente canastilla (contacto directo con
nitrégeno liquido).



Procedimiento del Segundo Dia

1.- Establecidos los parametros y condiciones de
irradiacion, se marcan 2 tubos Eppendorf
(control e irradiado).

2.- Con una pipeta de 1 ml se resuspenden las
células de los pozos, tomando la mitad del
resuspendido (1.5 ml + volumen de células
agregadas) y se pone en su correspondiente
Eppendorf (control e irradiado).

3.- Llevar a la microcentrifugadora durante 20
segundos.

4.- Se localiza el boton y se extrae el
sobrenadante con una punta de 1 ml con cuidado
de no llevarse células.

5.- Agregar 200 pl de RPMI-1640 para
resuspender el boton, sin hacer burbujas. Asi las
células quedan listas para ser transportadas e
irradiadas.

5a.- IRRADIACION...

6.- Después de la irradiacion se llevan de nuevo
al laboratorio y se agregan 1.5 ml de Medio
RPMI-completo a los pozos vacios (es decir
donde las células se sembraron desde el dia
anterior), asi quedan listas para el nuevo
sembrado después de la irradiacion.

7.- Se agrega Citocalasina-B 4.5 ul (3 pl/ml
Medio), a cada pozo.

8.- Con una pipeta amarilla de 200 pl se
resuspenden las células y se pasan a sus
respectivos pozos (que contienen medio y cit-
B).

9.- Se llevan a la estufa bien tapados a 37°C a
5% CO; durante 24 horas.

Procedimiento del Tercer Dia

1.- Por cada pozo con células rotulamos un tubo
de ensayo de vidrio y un tubo Eppendorf.

2.- Tener listo los medios a utilizar (Fijador?, y
Etanol 70%).

3.- Dejar durante 30 min, 2 porta objetos (por

? Fijador: Metanol — Acido Acético (3:1), para tener un
volumen final de 160 ml, se agregan 120 ml de Metanol y
40 ml de acido acético. Se prepara en la campana, primero
el metanol se mide con una probeta y luego en un envase
se le agrega el &cido con una pipeta.

cada linea celular) en el refrigerador en un vaso
con agua, tapados con papel aluminio.

4.- De los pozos se toman todas las células y se
ponen en un tubo de vidrio, por el lado contrario
al que se le agregaron las células se agregan 128
ul del fijador (por cada 1.5 ml), se torna de color
amarillo por cambio de pH.

5.- Centrifugar a 1200 rpm por 10 minutos (sin
freno).

6.- Extraer el sobrenadante y se deja el boton
con poco fijador.

7.- Agregar 5 ml de fijador (se utiliza la pipeta
gruesa de 5 ml, para evitar maltratar mucho las
células) y se agita un poco (se hace despacio
para que sea posible conservar la integridad de
las células).

8.- Nuevamente se centrifuga a 1200 rpm por 10
min (dependiendo del tamafio del botén se
vuelve a lavar)

9.- Se extrae el sobrenadante dejando 100 pl
aproximadamente.

10.- Se resuspende y se gotea con una pipeta a
los porta objetos que se dejan en una rejilla para
que evaporen aprox. 1 h. (Recordar el orden de
trabajo para no confundir al rotular).

11.- Una vez secos, se rotula por la parte
esmerilada con lapiz: linea celular, tasa de dosis
y fecha.

Tincion

1.- Se realiza una coloracién Giemsa, primero se
agrega Eosina (rosa, tifien zonas baésicas) y
después el azul de metileno (tifie zonas acidas).
2.- La lamina se toma con una pinza y se le pasa
agitando por la Eosina por 15 sy luego al Azul
de metileno por 15 s; inmediatamente se
sumerge en agua para quitar el exceso de tinte y
se deja secar.

3.- Se observa en el microscopio a 20X, si estan

muy tefiidas se puede dejar en el agua, las
células no se despegan pues ya estan fijadas.
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