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iv. RESUMEN

En la presente tesis, se realizo la caracterizacion de un equipo de plasma focus (PFD) de 2 kJ (PF-2kJ),
mediante la aplicacién de herramientas de dosimetria bioldgica. A la fecha la caracterizacién de la
radiacion pulsada de rayos X mediante la utilizacién de este tipo de equipamiento se ha hecho
Unicamente mediante la aplicacién de dosimetria fisica, y la utilizacion de herramientas de dosimetria
biolégica se ha hecho crucial para poder observar y caracterizar el efecto bioldgico de la radiacion
ionizante (RI) de manera directa. Para esto, muestras de linfocitos de sangre periférica previamente
aislados fueron irradiadas con rayos X pulsados emitidos por el PFD en 10, 20 y 40 pulsos. La
consiguiente cuantificacion de aberraciones cromosdmicas inestables (ACl), mediante la técnica de
dicéntricos y anillos céntricos (DCA), mostrd que a mayor cantidad de pulsos se observa un mayor
efecto bioldgico. Se inicid la confeccidén de una curva de dosis respuesta para rayos X de baja energia
(40 keV), con ésta fue posible comparar los resultados obtenidos mediante la identificaciéon y
cuantificacion de ACl y los resultados de cristales termoluminiscentes (TLD) en ensayos de irradiacion
con PFD. Tras la comparacién, se determind que ambas técnicas poseen resultados similares, con la
diferencia que la técnica de DCA, evidencid un mayor efecto bioldgico a bajo nimero de pulsos, en
relacién a lo estimado por TLD, esto se podria asociar a una subestimacidn de dosis de TLD a bajo
numero de pulsos. La correcta caracterizacién de estos equipos es crucial, ya que estos podrian ser
aplicados en las areas de la radiobiologia y biomedicina, dentro de esta ultima teniendo una potencial
aplicacion como tratamiento alternativo a la radioterapia convencional, con la ventaja de poder
obtener resultados similares a menores dosis. Esta tesis muestra que es posible caracterizar la emisidn
de rayos X de forma pulsada por equipos de PFD utilizando herramientas de dosimetria bioldgica, y que
la aplicacion de éstas permite visualizar los efectos bioldgicos que no estarian evidenciados utilizando
otras técnicas dosimétricas. Los resultados obtenidos en esta tesis, por lo tanto, abren una ventana a
la futura exploracion de la utilizacidn de radiaciéon ionizante pulsada como una fuente alternativa de

radiacion en areas de la radiobiologia o biomedicina.



v. SUMMARY

The present thesis makes a characterization of the biological effects observed in live tissue irradiated
with a source of pulsed energy from a 2 kJ (PF-2kJ) plasma focus device (PFD), using biological dosimetry
as the main tool. Previous to this thesis, the characterization of PFD has involved only the use of physical
dosimetry and because of that, the need to apply biological dosimetry tools has become crucial,
allowing us to observe and characterize the biological effects in a direct way. To achieve this, samples
of peripheral blood lymphocytes previously isolated, where irradiated with pulsed X-rays emitted by
PFD at 10, 20 and 40 pulses. The ensuing quantification of unstable chromosomic aberrations (ACI)
using the dicentric and centric rings technique (DCA) showed a higher level of biological effect
correlated with a higher quantity of pulses. An initial dose-response curve for low energy X-Ray (40
keV) was made, this curve made it possible to compare the results obtained using DCA technique and
the results of previously irritated TLD crystals with a PFD device. After the comparison, it was determent
the both techniques present similar results, with the difference that the DCA technique, showed a
higher biological effect at lower number of pulses, in comparison to the estimated values obtained
from TLD crystals. This result could be associated to an underestimation of doses when using TLD
crystals in a scenario of pulsed radiation. The correct characterization of PFD is a crucial step towards
the application of these devices in the areas of radiobiology and biomedicine, especially regarding the
last one, where it has shown the potential to be used as an alternative therapy to conventional
radiotherapy, with the added possibility to obtain similar results at lower doses. This thesis shows that
it is possible to characterize pulsed X-rays emitted by PFD using biological dosimetry tools and that the
application of these enables us to visualize in a direct way biological effects that cannot be detected
using other techniques. The results obtained in this theses, open a window to the further exploration
and utilization of pulsed ionized radiation as an alternative source of radiation in the areas of

radiobiology and biomedicine.



1. INTRODUCCION

La primera fotografia tomada con rayos X fue realizada por Wilhelm Réntgen en 1896. Ese mismo afio
Elihu Thomson fue una de las primeras personas en presentar sintomas adversos relacionados con
rayos X. Durante las siguientes décadas, multiples cientificos llevaron a cabo experimentos y crearon
nuevas formas de utilizar y generar radiacion ionizante (Rl), pero al no entender los riesgos asociados
a ésta, muchos de ellos murieron por causa directa de los efectos negativos de ésta. Las muertes
asociadas a Rl, llevaron a la creacién de la radiobiologia y a un entendimiento de los riesgos asociados

al uso de ésta (1).

Actualmente el uso de Rl forma parte de la vida moderna, y gracias a los experimentos de los pioneros
en el area, hoy en dia su uso sigue el lema “tan bajo como sea razonablemente posible” (2), cuyo
principio es evitar la exposicion a la Rl si ésta no tiene un efecto beneficioso independientemente de lo
bajo de la dosis, en consecuencia se ha llegado a utilizar la RI de manera segura en la actualidad. A
pesar de esto, siempre hay espacio para mejorar los sistemas que utilizan RI, perfeccionando su uso,
mediante la optimizacidon de dosis, mejorando la forma de entrega y/o mejorando los sistemas de

seguridad y proteccion fisica.

1.1 Conceptos generales de la radiacién ionizante

La Rl es un tipo de energia liberada por 4tomos (3), que se caracteriza por su capacidad de excitar e
ionizar dtomos y moléculas con las cuales interactua, esta forma parte integra y constante de nuestro
universo, por lo que todo ser vivo estd en constante exposicion a este tipo de radiacién, siendo asi que
la exposicion promedio anual para un ser humano proviene en un 50% de fuentes naturales como son
la radiacidon césmica de fondo, la radiacion solar y multiples minerales que poseen elementos

radiactivos(4).

La Rl puede ser clasificada en particulas subatomicas (particulas alfa, beta, protones y neutrones) o
fotones (rayos X y rayos y) (5), estos ultimos perteneciendo a la seccién de mayor frecuencia y corta

longitud de onda del espectro electromagnético (6), como se observa en la figura 1.
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Figura 1: Espectro Electromagnético; el drea verde, denota la seccion del espectro que corresponde a las
radiaciones ionizantes. Dentro de éstas se encuentra radiaciéon UV lejana, rayos X, rayos gamma y radiacién
cosmica de fondo. Adaptado y traducido de Encyclopedia Britannica 2015 (7).

La Rl emitida en forma de fotones al igual que la emitida en forma de particulas subatdmicas tiene la
capacidad de impartir energia a las moléculas con las cuales interaccionan ionizandolas, esta
interaccion se divide en ionizacién directa e ionizaciéon indirecta. La ionizacidn directa, es generada
solamente por las particulas subatémicas alfa y beta, se produce como efecto directo de la interaccidn
de las cargas que poseen estas particulas por sobre la materia, |la cual perderd uno o mas electrones
debido a que estos son “arrastrados” por las particulas subatdmicas. La ionizacién indirecta, por otro
lado, involucra a fotones (rayos X y y) y neutrones, estas particulas tienen en comun no poseer carga,
por lo que la ionizacién de las moléculas con las cuales interactian se producen por una transferencia
de energia que al ser recibida por la molécula “blanco” genera en ésta un aumento energético que
resulta en el salto de electrones del orbital, con su posible pérdida, dependiendo del nivel de energia

impartido (8,9).

Una magnitud que permite determinar la calidad de la radiacién incidente es la transferencia lineal de
energia (LET), la cual se define como la energia media que una particula cargada imparte a la materia
por unidad de longitud a medida que la atraviesa, su unidad es Joule/metro (J/m), pero también se
puede ver expresada en keV/um y se divide en dos grupos, alta LET y baja LET. Particulas alfa, protones

y neutrones son de alta LET, debido a que poseen una capacidad de ionizacién muy alta; por otra parte,



particulas beta y la radiacidn ionizante de fotones, presentan una baja LET, lo que en consecuencia
genera una dispersiéon mayor al momento de irradiar materia, resultando en un patrén de distribucién
azaroso de las ionizaciones generadas (10). Estas diferencias, son importantes tenerlas en cuenta al
momento de observar los efectos que tiene la Rl por sobre la materia, ya que la irradiacién de un
determinado tipo de tejido, drgano u organismo, con iguales valores de dosis absorbida pero con
diferentes tipos de radiacidn o formas de entrega de ésta, provoca efectos bioldgicos de diversa

intensidad (11).

En la actualidad, la Rl posee multiples usos listados en la tabla 1, en ambitos tan variados como la

investigacion cientifica, el area industrial, usos militares y en el area médica y de diagndstico.

Tabla 1: Aplicaciones de la RI, se clasifican segun su drea asociada y se ejemplifica la fuente de Rl mas comun.

Area Aplicacién Tipo de Fuente
Generacion de energia Fision Nuclear
. Descontaminacion de aguas servidas Haces de electrones / %°Co (12)
Industrial . 60 192
Gammagrafia Co (13) / ¥4Ir
Densitometria nuclear 137Cs (14)
('I|e|:1c'|as Marcado de biomoléculas 324, 14¢, 355, 32p, 135)(15,16)
Bioldgicas
Di Hsti L3 d X
Medicina |agnos IC? . ampara de ,rayos
Radioterapia Acelerador lineal de particulas (Rayos X) (17)

Todas estas aplicaciones se basan en la interaccién de la radiacion con la materia, mediante la
utilizacién de tecnologias que tienen la capacidad de producir Rl desde una fuente artificial como una
ldmpara de rayos X, o utilizando fuentes naturales de RI. Independientemente del tipo de fuente
utilizada o aplicacidn, todos los ejemplos anteriores poseen en comun utilizar radiacién ionizante

continua (RIC) para cumplir su funcion.

1.2 Efectos bioldgicos de la radiacién ionizante

La materia viva es susceptible a la ionizacidn y la interaccion con Rl puede llevar a la muerte celular
programada, apoptosis (18), o a necrosis (19) dentro de los tejidos. Desde un punto de vista molecular
y debido a la complejidad y a la especificidad estructural y funcional de las biomoléculas, éstas muchas
veces al ser ionizadas pierden su funcién bioldgica debido a que la ionizacion de éstas genera cambios

drasticos y fundamentales en su estructura, haciendo que pierdan total o parcialmente su funcién (20).



Se ha observado que todas las biomoléculas pueden ser danadas independiente de su funcién vy
posicién dentro de la célula, esto ocurre mayormente por las especies reactivas de oxigenos (ROS) que
se generan a partir de la radidlisis del agua dentro de las células. De las ROS generadas, la mas comun
es el radical hidroxilo (OH’), el cual genera dafio al acido desoxirribonucleico (ADN), dafio lipidico y

oxidacién de proteinas, entre otros efectos, como se ilustra en la figura 2.

El blanco principal de las RI es la macromolécula de acido desoxirribonucleico (ADN), que constituye el
material genético de todos los organismos vivos. Esta molécula formada por cuatro bases nitrogenadas
distintas, estructuradas en una cadena de doble hebra, es la principal responsable de los efectos
bioldgicos observados tras la exposicion de la célula a Rl (21,22). Los efectos bioldgicos de las Rl se
observan principalmente en forma de mutaciones, que pueden ser expresadas en forma de proteinas
aberrantes, perfiles de expresion alterados o como aberraciones cromosdmicas; estas Ultimas fueron
descritas por primera vez por Miiller en 1927 (23), el cual mientras conducia sus experimentos
genéticos, notificd de la existencia de éstas, atribuyendo su generacion a la interaccion de rayos X, estos

datos fueron confirmados luego por Painter y Miiller (24).

Los efectos de la interaccidn de la Rl con las biomoléculas, pueden clasificar en dos grupos: efectos
directos y efectos indirectos ilustrado en la figura 2. En los efectos directos la Rl ioniza directamente la
molécula “blanco” y se asocia con la presencia de radiacidon de alta LET. Los efectos indirectos, se
caracterizan en que la Rl genera la radidlisis del agua que rodea la molécula “blanco”, generando asi
especies reactivas de oxigeno (ROS), siendo éstas, los que interactian finalmente con la molécula
“blanco”. Cabe destacar que el drea de accién de este mecanismo es del orden de los nanémetros
alrededor del sitio de radidlisis del agua. Este mecanismo se asocia fuertemente con la radiacién de
baja LET, observandose que el 65% de los efectos observados en radiacion de baja LET corresponden a

este mecanismo (25).
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Figura 2: llustracion de los tipos de efectos de la Rl por sobre el ADN. Los efectos directos (izquierda) se
caracterizan por la separacion directa de los electrones de las bases nitrogenadas del ADN, generando dafio en
éste. Los efectos indirectos (centro) se caracterizan por la separacidon de electrones de la molécula de agua,
radidlisis, que a través de ROS genera dafio al ADN. Las ROS generadas por la radidlisis del agua también generan
estrés oxidativo generalizado (derecha) dentro de la célula que lleva a dafio lipidico y oxidacién proteica. Creado
con BioRender.com.

Cuando la Rl interacciona con el ADN, independiente de cudl es el efecto dominante, se pueden generar
multiples tipos de dafios como ruptura de una o ambas hebras, alteracion de bases, alteracién de los
azucares de las bases o formacién de entrecruzamiento (26). El dafio mas frecuente es la ruptura de
hebras, ya sea en una de sus hebras (SSB) o en ambas (DSB), estas rupturas se generan a partir del dafio
en las desoxirribosas por una ataque directo de OH’, o por la alterada actividad de enzimas de unién al

ADN (27). Para que ocurra un DSB del ADN, se requiere que dos moléculas de OH" interaccionen con las

desoxirribosas en sitios cercanos (20).

Estos dafos al ADN generan una cascada de sefales que activan la maquinaria de reparacién molecular
del ADN. Dependiendo del dafio, distintos mecanismos de reparacion pueden ser activados (28) (figura
3). Para el caso de DSB, los mecanismos mas comunes son la unidon de extremos no homoélogos y

recombinacién homadloga (29).
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Figura 3: Dafo producido por Rl al ADN, independientemente si es ocasionado por efecto directo o indirecto,
pude conducir a formacién de SSB, DSB o entrecruzamiento SSB son reparados mediante la escisién de bases,
mientras que DSB y entrecruzamiento son reparados comunmente por union de extremos no homadlogos o por
recombinacion homdloga al momento de generarse la replicacion del ADN. Creado con BioRender.com.

El mecanismo mds comun, debido a que puede actuar en todas las fases del ciclo celular, es la unién de

extremos no homodlogos, mientras que la recombinacién homdloga es el mecanismo que comUnmente

actua al momento en que la célula ingresa a la fase G1 (30).

Este proceso de reparacion, involucra diversas cascadas de sefializacién y se encuentra altamente
regulado, por lo general es efectivo, sin embargo, existe |la posibilidad de ocasionar errores al momento
de efectuarse la reparacion. En el caso de la recombinacién homdloga, se ha observado que el llevar a
cabo este proceso es 1000 veces mas propenso a generar mutaciones que el proceso de replicacién del
ADN (31). Asi mismo, el proceso de unién de extremos no homadlogos es propenso a errores de insercion
o delecién (indel), translocaciones (32), o la formacion de aberraciones cromosémicas inestables (ACI)
(33,34). Esta formacidon de errores en la reparacion, en particular la formacién de ACl, se encuentra
directamente relacionada con la interaccién de la Rl con la molécula de ADN, por lo que es usada como

indicador de dafo, y a la vez permitiendo estimar la dosis absorbida (Gy).

Las ACl son un tipo de aberracion que provoca un dafio que impide que las células finalicen la etapa de
mitosis, induciéndose la muerte celular. Las ACI corresponden a cromosomas dicéntricos y anillos
céntricos; los cromosomas dicéntricos resultan del intercambio entre dos cromosomas, conformando

un cromosoma con dos centrémeros y en algunos casos excepcionales mas de 2 centrémeros, y los



anillos céntricos, se forman por medio de una fusién intracromosdmica observdandose como un
cromosoma unido a si mismo en forma circular y que posee un solo centrémero. Estas estructuras se
forman al momento de producirse una errdnea reparacion, en casos donde se generan dos o mas
quiebres de doble hebra en secciones no aledafias de la cromatina (figura 4) (35). Debido a las
caracteristicas de la formacién de estas ACI, al momento de unirse 2 cromosomas distintos o al
formarse un anillo céntrico, quedard material genético libre, el cual se unira, formando una sola
estructura, la cual se observa como 2 cromatidas sin centromero, esta estructura es conocida como

fragmento acéntrico.
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Figura 4: Formacién de ACl (cromosoma dicéntrico) a partir de la errénea reparacién de dos DSB en el ADN por
la interaccion de RI. 1; Rayos X ocasionan dos DSB en 2 sectores no asociados del ADN (rojo y verde) 2; la
magquinaria de reparacion actua reparando erréneamente en los sitios de dafo, mediante unién no homadloga
dos secciones de cromatina no asociados (rojo y verde) 3; el producto final del proceso de reparacién es una
nueva cromatina formada a partir de dos secciones no relacionadas 4; al momento de replicarse y condensarse
la cromatina, se genera un cromosoma con dos centrémeros (dicéntrico) y un fragmento acéntrico.



1.3 Dosimetria

La dosimetria nace debido a la necesidad de poder cuantificar la radiacién recibida por un individuo,
informacidén que es indispensable para evitar y controlar los efectos negativos que tiene la Rl para la
salud y se ha desarrollado por los ultimos 120 afios (36). El objetivo de la dosimetria es calcular la
cantidad de energia absorbida por unidad de masa, esta dosis absorbida tiene por unidad el Gray (Gy)
(37), que se expresa como J/kg (38). Para lograr estimar una dosis, la dosimetria cuenta con multiples
herramientas y técnicas que pueden ser usadas, en esta tesis se abordara el uso de la dosimetria
externa, mediante el uso de cristales termoluminiscentes (TLD) y la dosimetria bioldgica y citogenética,

mediante el uso de la técnica de dicéntricos y anillos céntricos.

1.3.1 Dosimetria externa

Esta drea de la dosimetria se basa en el uso de sustancias no organicas, capaces de modificar sus
caracteristicas quimicas y fisicas de manera permanente ante la presencia de radiacién ionizante. Estos
cambios son luego utilizados para poder calcular la dosis absorbida (Gy) por la sustancia y mediante
técnicas estandarizadas (39), se puede a partir de esta dosis, obtener una dosis tejido equivalente (cuya
unidad es el Sievert, (Sv).Hoy en dia la sustancia mas comunmente utilizada son cristales TLD, pero

también existen [dminas de film fotografico o cristales de luminiscencia de estimulacién éptica (OSL).

Los cristales termoluminiscentes TLD, estdn formados de fluoruro de litio dopados con magnesio y
titanio (LiF:Mg, Ti). Este cristal tiene la caracteristica de ser no conductor y poseer todos sus electrones
confinados en una banda de valencia. Estos cristales poseen ademds una banda de conduccién que se
encuentra separada de la banda de valencia por imperfecciones. Al momento de interactuar con R, los
electrones de la banda de valencia se liberan con suficiente energia para poder saltar a la banda de
conduccién, pero debido a las imperfecciones del cristal estos quedan atrapados en trampas de
electrones que les impiden volver a su banda de valencia (figura 5-A). La aplicacion de calor al cristal
(mediante gas nitrégeno calentado) permite a los electrones atrapados volver a su banda de valencia,
emitiendo luz en el proceso (figura 5-B). La cantidad de luz emitida por el cristal depende de la
temperatura impartida al nitrégeno que es cercana a los 300 C° y la cantidad de electrones atrapados
(40). Esta caracteristica es la que se usa para poder determinar una dosis equivalente por el cristal

mediante el uso de una curva de calibracién de brillo (figura 5-C).
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Figura 5: Esquema de funcionamiento de cristales termoluminiscentes TLD; A: Se observa como electrones de la
banda de valencia (BV) son excitados a la banda de conduccion (BC) por medio de la interaccion de radiacion
ionizante (RI), al volver naturalmente a la BV, los electrones quedan atrapados en las imperfecciones de la banda
BP que separa BV de BC. B: la aplicacion de energia termina genera el salto de electrones de la banda BP a la
banda de conduccién (BC), al momento de volver a la banda de valencia (BV), lo electrones emiten fotones que
pueden ser detectados como luz visible. C: la luz emitida por los electrones al volver de BC a BV, es detectada y
puede ser convertida a dosis mediante una cura de calibracidon. Adaptado desde Gutiérrez 1999 (41)




1.3.2 Dosimetria bioldgica

Esta area de la dosimetria, que nace en la década de 1960 (42), se asocia fuertemente a la radiobiologia,
y se caracteriza por evaluar y cuantificar el efecto biolégico generado en la materia viva al momento
de entrar en contacto con radiacidn ionizante. Esto se logra mediante la utilizacidon de biomarcadores,
los cuales permiten cuantificar el efecto generado, asi como también estimar una dosis asociada al
evento de irradiacion. Es importante destacar que la mayor experiencia en dosimetria bioldgica se ha
obtenido con las técnicas citogenéticas que permiten la deteccién de aberraciones cromosémicas (AC)
microscopicamente visibles en linfocitos de sangre periférica (30). Estos linfocitos, que son facilmente
obtenibles, se encuentran distribuidos homogéneamente en el cuerpo y son de facil cultivo in vitro, y
evidencian el dafio cromosdmico radioinducido. El area de la dosimetria biolégica que emplea métodos
citogenéticos se denomina dosimetria citogenética y es especialmente util cuando se tienen

dificultades para interpretar los datos obtenidos mediante la dosimetria externa (43).

Esta rama de la dosimetria bioldgica posee en la actualidad multiples herramientas y técnicas que
permiten estimar la dosis absorbida, asi como también observar el efecto bioldgico asociado a la
interaccion de la Rl con la materia viva. Estas, evaltian el dafio en la molécula de ADN, basandose en el
recuento de las AC. Las AC se consideran dosimetros bioldgicos, ya que su identificacion, cuantificacion
y calculo de frecuencia permite la estimacidn de dosis absorbida a cuerpo entero utilizando una curva
de calibracion dosis-respuesta. Dentro de estas técnicas (tabla 2), la técnica que es considerada el “gold
standard”, ademas de estar estandarizada por las normas ISO 19238 y 21243(44,45), es la técnica de

dicéntricos y anillos céntricos (DCA).

Tabla 2: Comparacion de pruebas citogenéticas.

Pruebas citogenéticas

Condensacion Dicéntricos Hibridacién in situ con Micronucleos con
prematura de y anillos sondas fluorescentes bloqueo de
cromosomas (PCC) (DCA) (FISH) citocinesis (CBMN)
. Dicéntricos
Aberraciones . . . . ,
- Anillos y anillos Translocaciones Micronucleos
cuantificadas
(DCA)
Rango de
estimacion de 0,2-20 0,1-5 0,25-4 0,3-4
dosis (Gy)
Estandarizacion NA Isozizi? y I1SO 20046 ISO 17099
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La técnica de DCA, se basa en la identificacidn y recuento de ACI del tipo dicéntricos o anillos céntricos

en linfocitos de sangre periférica en el estadio de metafase, como se observa en la figura 6.

Figura 6: Observacion al microscopio de una metafase del cultivo in vitro de linfocitos de sangre periférica en
tincidon FPG a la derecha la flecha sefala una ACI del tipo dicéntrico, mientras que la flecha central apunta a un
fragmento acéntrico.

Considerando que la tasa de aparicion de ACl es directamente proporcional a la energia depositada, es
posible determinar la dosis absorbida, en donde por interpolacién de la frecuencia de ACI observada,
es posible obtener |la dosis media absorbida. Las curvas de calibracion, o dosis respuesta, deben ser
construidas bajo los mismos criterios de recuento de ACI. La técnica de DCA es altamente utilizada,
debido no sélo a su estandarizacién por normas I1SO, sino que también por tener la capacidad de
observar directamente cual es el efecto de la radiacién por sobre la célula. Asimismo, las ACI, solamente
se presentan o se forman al momento de interaccionar con Rl y su aparicidén espontdnea en personas
sanas es de alrededor de 0,5 - 1,0 por cada 1000 linfocitos (30,46), siendo esta frecuencia
independiente de edad y sexo (47). Adicionalmente la técnica posee un limite de deteccién de 0,1 Gy

para radiaciones de baja LET y el rango de estimacion de dosis se encuentra entre 0,1 Gy a 5 Gy (30).

Son estas caracteristicas: la estandarizacion de la técnica, la capacidad de observar un efecto bioldgico

directo, la especificidad de su formacién (ACI se generan casi exclusivamente por interaccion de la Rl
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sobre el ADN), su amplio rango y bajo limite de deteccion, las que permiten seleccionar esta técnica
como la adecuada para poder caracterizar el efecto que posee una nueva forma de entrega de Rl como

lo es RIP emitida por dispositivos de plasma focus.

1.4 Radiacion continua y radiacién pulsada

A la fecha toda la dosimetria descrita ha sido caracterizada y aplicada a distintas fuentes de RIC. Una
alternativa emergente al uso de la RIC es la radiacion ionizante pulsada (RIP), ésta se caracteriza por
generar pulsos de radiacidn ionizante de corta duracién, que se encuentran en un rango de los
nanosegundos a milisegundos (ms). Esta nueva forma de poder generar y entregar Rl permite obtener
pulsos de alta potencia, a partir de radiacion electromagnética. Esto es posible debido a que, a pesar
de que la energia eléctrica requerida para generar Rl es baja (2kJ), la rapida y total entrega de esta
energia en sélo ms, genera que se obtenga un pulso de Rl alta potencia. Este efecto se puede ilustrar,
al momento de comparar una ampolleta incandescente con un flash fotografico. El flash fotografico es
una fuente de luz, de baja energia, pero que es capaz de iluminar una pieza al punto de enceguecer a
una persona, pero solo por unos segundos, por el otro lado una ampolleta incandescente, puede
permanecer encendida durante un largo periodo, pero si se quiere obtener una cantidad de luz
comparable a la de un flash fotografico (al punto de encandilar a una persona) se requiere de una
ampolleta de muy alta energia. Para el caso de la RIP -flash fotografico- y RIC -ampolleta incandescente

de alta energia- sucede lo mismo.

Actualmente una de las formas de generar RIP es mediante el uso de equipos de descarga pulsada de
plasma, dentro de los cuales se encuentran los equipos de plasma focus (PFD), éstos, dependiendo de
su configuracion y optimizacién pueden emitir rayos X, haces de electrones, haces de neutrones
(cuando se utiliza deuterio como gas) y jets de plasma (48). PFD pueden presentarse en dos disefios
distintos Filippov (USSR) o Mather (USA) (49), que se diferencian entre si, por la relacién del radio por

sobre el largo del electrodo central, como se ilustra en la figura 7.
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Figura 7: Ilustracién de los disefios de PFD. A: Disefio de Filippov, se puede observar como la relacion entre el
radio y el largo del dnodo central es mayor a 1. B: disefio de Mather, se puede observar como la relacion entre el
radioy el largo del anodo central es menor a 1.

En esta tesis el equipo de plasma focus PF 2KJ utilizado, perteneciente a la CCHEN, presenta la
configuracion Mather. Esta configuracion coaxial, que se representa esquematicamente en la figura 8-
A, consta de dos electrodos cilindricos, que poseen un extremo cerrado y otro extremo abierto. El
electrodo central (dnodo) se encuentra parcialmente cubierto con un material aislante (una camisa
ceramica en el caso de PF-2kJ), la seccion superior, no cubierta por el material aislante del anodo se le
denomina distancia efectiva. Tanto anodo como cdtodo, se encuentran conectados, por la base de
estos, a un banco de capacitores, a través de, un interruptor gaseoso de alta velocidad y alta corriente
(49). Esta estructura se pone dentro de una camara de vacio, que se llena de un gas o conjunto de gases
especificos, a algunos milibares de presidn y la seleccidon de éstos determinaran el tipo de Rl emitida

por el equipo, en el caso de esta tesis se usa hidrégeno, para la emision de rayos X. El equipo, al estar

apagado es un circuito abierto, el cual se cierra al momento de generarse la descarga eléctrica a través
del gas, formando un plasma que conecta ambos electrodos, descargando el potencial eléctrico de los
capacitores a tierra, como se ve esquematizado en el diagrama eléctrico en la figura 8-B. Esta descarga
eléctrica generara un potencial eléctrico (Vp), resistencia (Rp) e inductancia (Lp) dentro del plasma, los

cuales varian en el tiempo debido a la progresion de la descarga del equipo en sus diferentes fases.
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Figura 8: Esquemas de PF-2kJ, de configuracién Mather, del Centro de Estudios Nucleares (CEN) La Reina de
CCHEN. A: esquema del interior del equipo PF-2kJ, externamente del equipo se diagraman el banco de capacitores
(de capacitancia CO) conectados a un interruptor y a los electrodos. Ro y Lo representan los valores de resistencia
e inductancia propios de la configuracién y materiales del equipo. Se ilustran las fases de descarga en rojo: | Fase
de ruptura; Il Fase de aceleracidn; lll Fase de compresién o pinch y IV Fase shock o jet. B: circuito eléctrico
equivalente asociado a la descarga del equipo, el circuito se cierra mediante la conduccidn de energia eléctrica a
través del plasma generado. La resistencia (Rp), inductancia (Lp) y potencial dentro del plasma varian con el
tiempo. Voltaje en el plasma (Vp) es medido entre dnodo y catodo. Se observa por ultimo la direccionalidad de la
corriente (1), la cual descarga la energia del banco de capacitores a tierra.

1.4.1 Fases de descarga

La descarga o activacion del equipo sucede en 4 fases distintivas (50,51) esquematizadas en rojo y

enumeradas con nimeros romanos en la figura 8-A:

l. Fase de ruptura

La descarga de los capacitores, a través del interruptor gaseoso (Spark-Gap) que une el banco con la
camara produce la ionizacion del gas que se encuentra entre el anodo y el catodo, transformando el
gas en plasma que se comienza a formar desde el extremo cerrado de los electrodos y se deposita
inicialmente sobre el material aislante, formando una |ldmina de corriente de plasma que conecta

anodo y catodo.

. Fase de aceleracidn

La conexidn establecida por el plasma entre los dos electrodos genera un flujo de corriente de baja
resistencia a tierra, este flujo genera un campo magnético polarizado, el cual al interaccionar con el
campo eléctrico distorsionado a su alrededor generado por la presencia del material aislante entre los

electrodos, comienza a despegarse, crecer y moverse en la direccién del extremo abierto de los
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electrodos, formando una estructura parabdlica de plasma, esto debido al actuar de las fuerzas de

Lorentz presentes en la descarga.

Il. Fase de compresién o pinch

Cuando la estructura parabdlica de plasma sobrepasa la distancia efectiva (el area no aislada del
anodo), éste colapsa hacia su interior en el punto de simetria de la parabola en un area de

aproximadamente 1 mm3 denominado “focus” o “pinch”.

V. Fase shock o jet

Habiendo completado el “pinch”, se generan inestabilidades en el plasma, haciendo que éste deje de

existir, produciendo la emisién de particulas y radiacion.

1.4.2 Generacidn de rayos X

En la fase de compresién o pinch, especificamente en el punto pinch se ha observado que los equipos
de PFD, emiten de forma pulsada, rayos X, particulas cargadas y neutrones (51), estos ultimos
solamente en el caso de utilizar deuterio como gas dentro del equipo. En particular, se ha documentado
gue la emisiéon de rayos X de alta energia se genera en la fase pinch, ya que los electrones presentes en
el plasma son acelerados hacia la base del anodo central, donde por el fendmeno de frenado o

bremsstrahlung (52) se producen los rayos X.

1.5 Estado actual de la aplicacion de PFD

Existen estudios donde se evalla el efecto biolégico que tiene la aplicaciéon de RIP emitida por PFD
sobre distintos tejidos en condiciones in vitro (48,53,54). Mas aun Virelli et al. plantea el uso de éstos

equipos como una herramienta alternativa a las convencionalmente utilizadas en la radioterapia (11).

Se ha observado que al momento de irradiar con una fuente pulsada de rayos X lineas de cancer de
melanoma radioresistentes (SK-Mel28 y A375) con una alta tasa de dosis, se produce un aumento en
la tasa de muerte celular no asociada a apoptosis, una disrupcion en la distribucién de la division celular
del tejido y un aumento en la cantidad de quiebres de doble hebra marcados con gH2AX. Este fue un

analisis comparativo respecto a los efectos observado al irradiar el mismo tejido con una fuente de
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rayos x continua (53). Asimismo, al momento de irradiar lineas celulares de cancer colorectal (DLD-1)
con una fuente pulsada de radiacion a bajas dosis, se observé un aumento significativo en la generacién
de quiebres de doble hebra medidos por g-H2AX, respecto a lo observado al irradiar con una fuente

continua (48).

Por otra parte, se han documentado patrones de expresién diferencial de miARN para células de cancer
colorectal (DLD-1) al momento de irradiarse con RIC a bajas dosis (0,6Gy) (55). Este patrén diferencial
se asocid con un aumento de la tasa de apoptosis de las células, estableciéndose asi la existencia de
células sensibles a bajas dosis. Este mismo fendmeno de sensibilidad a bajas dosis fue observado en
DLD-1 al ser irradiado con RIP emitida por PFD a 10, 20 y 40 pulsos (0,025Gy por pulso), observandose
que a 20 y 40 pulsos, la tasa de muerte celular aumento 3 veces mas que lo esperado de una fuente
convencional de RIC utilizando 2 veces mds dosis de radiacién. En el mismo experimento se irradian
lineas celulares de cancer colorectal (HCT-116) y mamario (MCF-7), los cuales mostraron poseer una
sensibilidad a bajas dosis de radiacién, que previamente no se habia descrito en estas lineas al ser

irradiadas con RIC (54).

Los resultados anteriores muestran evidencia de que existe la posibilidad de utilizar equipos de PFD en
radio medicina, obteniendo efectos biolégicos equivalentes respecto RIC, pero a menores dosis. Sin
embargo, los escasos estudios muestran que es necesario continuar en esta area de investigacion
asociada a los efectos bioldgico de la RIP y la caracterizacion de estos equipos en diversos modelos
biolégicos. Hasta la fecha sélo se han caracterizado los efectos observando a nivel celular, utilizando
marcadores moleculares o se ha realizado una caracterizacion de la emisidn de Rl mediante dosimetria
fisica (TLD-100 y film GAFCHROMIC) (56), no obstante no existen estudios del efecto directo sobre el

ADN utilizando marcadores citogenéticos.

Teniendo en consideracidn estos resultados preliminares, y las caracteristicas de los equipos de PFD,
tales como: ser compactos, capaces de emitir RIP de bajas dosis, emitir Rl en pulsos de corto tiempo,
pero de alta potencia, y la capacidad de generar multiples pulsos en un corto tiempo; es que podrian

ser evaluado como una herramienta alternativa a las convencionales utilizadas en la radioterapia.
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1.6 Posibles aplicaciones biotecnolégicas de PFD en radio medicina

Actualmente alrededor del 50% de los pacientes con cdncer reciben radioterapia como Unico
tratamiento o en conjunto con quimioterapia y/o tratamientos quirdrgicos (57-59). A pesar de que en
los ultimos anos los avances en la radioterapia han sido significativos, todavia hay un alto nimero de
pacientes sobrevivientes de cancer que desarrollan radio-resistencia y recurrencia del cancer (53).
Ademas de los multiples efectos secundarios inmediatos o tardios que genera la radioterapia que
afectan negativamente la calidad de vida del paciente (60). Es por estos motivos que se esta en
constante busqueda de alternativas a la radioterapia convencional, que permitan reducir la dosis
entregada y enfocar el area de irradiacion de mejor forma, esto con el objetivo de poder disminuir o
eliminar la apariciéon de canceres recurrentes y radioresistentes, asi como también mejorar la calidad
de vida de los pacientes durante y después del tratamiento. Ensayos preliminares han mostrado que
utilizar equipos de PFD como fuentes alternativas de RI, muestran resultados positivos, observandose
efectos similares, en cuanto a muerte celular y dafio del ADN, utilizando dosis mas bajas que en los

sistemas convencionales.

Para poder evaluar la posibilidad de utilizar PFD como una fuente alternativa de RIP radio medicina, se
requiere de una acabada caracterizacidon de este tipo de equipos; lo cual involucra determinar y
estandarizar las condiciones de uso del mismo. Para esto se deben realizar ensayos a multiples niveles,
desde celular in vitro culminando en sistemas biolégicos complejos. Este paso es importante, ya que es
fundamental una caracterizacion a nivel dosimétrico, de estos equipos, con el objetivo de determina la
magnitud y el efecto que posee esta nueva forma de entrega de Rl cuando se deposita sobre la materia
viva, pudiendo asi evaluar su factibilidad de uso y posibles aplicaciones en las areas de la radiobiologia
y la biomedicina. Cabe destacar que la caracterizacion no es la Unica arista para determinar la
aplicabilidad del equipo, se deben resolver multiples problemas de ingenieria y electrénica,
relacionados a la construccién de un equipo que cumpla las caracteristicas para ser utilizado en un

ambiente clinico.

En la presente tesis, se lleva a cabo un estudio del efecto biolégico de la RIP emitida por PFD en
linfocitos de sangre periférica, utilizando herramientas de dosimetria citogenética y dosimetria fisica,
debido a la emergente necesidad de poder observar y caracterizar el efecto biolégico de manera directa
con herramientas citogenéticas. Se analizaron muestras de linfocitos de sangre periférica irradiadas en

tres condiciones de 10, 20 y 40 pulsos emitidos por PFD y un control a 0 pulsos. Las frecuencias de ACI
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obtenidas de estas muestras fueron comparadas con datos de TLD-100 irradiados en las mismas

condiciones previamente a este estudio.

El objetivo de esta tesis por lo tanto es, caracterizar los efectos biolégicos de las radiaciones pulsadas
de rayos X emitidas por PFD, mediante la aplicacion de herramientas biodosimétricas, con la finalidad
de poder obtener informacién indispensable en cuanto a los efectos de RIP emitido por PFD,

permitiendo asi avanzar en el desarrollo de esta tecnologia en el area de la radio medicina.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Es posible caracterizar el efecto bioldgico generado por la emisidn de rayos X pulsados provenientes de
un PFD utilizando la cuantificacion de aberraciones cromosémicas inestables como técnica

biodosimétrica.

Objetivo general: Caracterizar el efecto bioldgico, de la emisién de rayos X en un equipo de PFD, sobre
la molécula de ADN, mediante la aplicacidn de herramientas biodosimétricas en muestras de linfocitos

de sangre periférica.

e Objetivo especifico 1
Cuantificar el efecto bioldgico de radiacién pulsada, mediante la identificacion y recuento de
aberraciones cromosdmicas inestables en ensayos de irradiaciéon con una fuente pulsada de rayos X
emitidos por PFD.

e Objetivo especifico 2
Construccion de una curva de calibracidon dosis-respuesta de rayos X a partir de una fuente continua de
radiacidn (40Kev) mediante el andlisis de imdagenes digitales de metafases.

e Objetivo especifico 3

Evaluar dosis y efecto biolégico en un PFD mediante la comparacion de herramientas dosimétricas.
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3. MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada siguié la secuencia ldgica de pasos detallada en el esquema de la figura 9

~
e Obtencion de imagenes digitales de metafase de IRSN.
e Extraccion y preparacion de muestras de linfocitos de sangre periférica.
Obtencién e|rradiacion de linfocitos con RIP de rayos X emitida por PFD.
de Muestras )
~

¢ Andlisis de imagenes digitales de metafase enviadas por el IRSN utilizando técnica de dicéntricos y anillos
céntricos en software captura y visualizacién de imagenes.
Analisis de e Analisis de metafases}a partir de Iin}focitos irr'adiados con RIP emitida por PFD, utilizando microscopia dptica
para el recuento de dicéntricos y anillos céntricos.

Muestras )

¢ Confeccién de curva de dosis-respuesta desde los resultados de imagenes de metafase analizadas de IRSN

¢ Andlisis de efecto bioldgico observado y cuantificado en muestras irradiadas con RIP emitida por PFD

e Comparacion de las frecuencias de dicéntricos obtenidas en los ensayos de irradiacion de linfocitos y las
Ané |iSiS de frecuencias de dicéntricos obtenidas a partir de la interpolacién de los valores de los TLD-100 irradiados con
RIP, en la curva de calibracién dosis-respuesta de rayos X continua

datos )

Figura 9: Esquema de la secuencia légica de pasos seguidos en la metodologia de esta tesis

3.1 Medios de cultivo y soluciones

I.  Cultivo de linfocitos de sangre periférica
Para el cultivo de linfocitos de sangre periférica se utilizd 4 mL de medio RPMI 1640, (1x suplementado
con L-glutamina y HEPES 25 mM, (Gibco), 0,1 mL de fitohematoglutinina (Gibco), 1 mL de Suero Bovino
Fetal (SBF) inactivado por calor (Gibco), y 0,5 mL de 5'Bromo 2’deoxiuridina (BrdU) 0,64mg/mL
(Merck)). Cumpliéndose las 45 horas de cultivo se adicionaron 100 puL de KarioMax Colcemid (GIBCO)

(concentracién final 10 ug/mL).

II.  Solucién de Carnoy
Solucién de metanol y acido acético glacial en proporcidon 3:1. La solucién se enfria a -20°C previo a su

uso.
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Il. Solucién Hoechst
Se prepard la solucidon Hoechst a una concentracion de 50 ug/mL utilizando Hoechst 33258 (Sigma

Aldrich), habiéndose diluido ésta en agua destilada. La solucidn se mantuvo almacenada a -20°C.

V. Buffer Mcllvaine
El buffer se prepard a partir de 92 mL de di-sodio hidrégeno fosfato anhidrido (Na;HPO4) a 0,2 My 8
mL de acido citrico 0,1 M, el pH fue ajustado a pH 8.

V. Buffer Sorensen
La solucién se prepard utilizando volumenes iguales de una solucién de fosfato sddico dihidrato

(Na;HPO,4 * 2H,0) 0,06M y fosfato dipotasico (KH2PO4) 0,06 M, el pH fue ajustado a pH 6,8

VI. Tincidon Giemsa

La solucidn de tincion se preparé diluyendo Giemsa (Merck) al 5% en buffer Sorensen pH 6.8

VII.  Buffer SSC 2X
El buffer, se prepard a partir de una solucién de cloruro de sodio (NaCl) 3 M y una solucién de citrato

de sodio (NasCsHsO;) 300 mM y el pH fue ajustado a pH 7

3.2 Equipo de plasma focus

El equipo de plasma focus PF-2kJ (figura 7-A y 10-A), perteneciente al Centro de investigacion en la
intersecciéon de Fisica de Plasma, Materia y Complejidad, P2mc de la CCHEN, posee la capacidad de
generar pulsos de rayos x de entre 8-10 keV. Para esta tesis, el equipo fue configurado con un dnodo
de un didmetro de 25 mm, cuyo largo efectivo fue es de 40 mm. El banco de capacitores (8 uF) fue
cargado con 17 *+ 1kV y conectado al equipo mediante un interruptor de alto voltaje y velocidad. El
interior de la cdmara fue presurizado con hidrégeno (Hz) a una presion de trabajo de 6 mbar, y la cdmara
fue sellada con una tapa que posee una ventana de polietileno de 0,8 mm de espesor y una hendidura
externa disefiada para posicionar una placa Petri de 35 mm y permitir el paso de Rl a través de la
apertura de polietileno. A 140 cm por sobre la apertura de polietileno se instalé un fotomultiplicador
(Hamatzu R1828-1) en conjunto con centellador (CB-408, 100keV<E<MeV), estos sensores permitieron

detectar y contabilizar los pulsos de rayos X emitidos por el equipo.
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3.3 Tamano muestral

Para la confeccién de la curva dosis-repuesta, se utilizaron muestras de sangre periférica que fueron
irradiadas con una fuente continua de rayos X, a cuatro puntos de dosis (0; 0,5; 1 y 2 Gy). Para la
identificacion, cuantificacién y obtencion de la frecuencia de cromosomas dicéntricos y anillos

céntricos, se analizaron un minimo de 1000 células validas para cada punto de dosis.

Para los ensayos de irradiacion con RIP emitida por PFD, la identificacion y cuantificacion de
cromosomas dicéntricos y anillos céntricos se realizé en tres ensayos de irradiacién a 10, 20y 40 pulsos,
con su respectiva condicién control a 0 pulsos. Para la obtencién de la frecuencia de cromosomas
dicéntricos y anillos céntricos en cada ensayo, se analizaron la totalidad de las muestras fijadas o bien

hasta analizar 500 células validas, en estado de metafase.

3.4 Irradiacion de muestras con fuente continua

Las muestras fueron irradiadas por el “Institut de Radioprotection et de SGreté Nucléaire” (IRSN, Paris),
utilizando una fuente continua de rayos X calibrada (40 keV; 0.997 Gy/min), siguiendo las

recomendacion de OIEA (30).

3.4.1 Digitalizacion de metafases de muestras de irradiacidn continua

Las muestras irradiadas en IRSN fueron procesadas y fijadas siguiendo el protocolo de la OIEA (30). La
deteccion y digitalizacion de las metafases fue llevada a cabo utilizando la plataforma Metafer
(MetaSystems). Las metafases fueron inicialmente identificadas por el sistema en un aumento de 10X
y luego la captura de imagenes se realizdé en un aumento de 100X, estas fueron luego convertidas a

imagenes en escala de grises y guardadas en formato jpg.

3.5 Obtencion de muestras biologicas

Las muestras requeridas para los ensayos de irradiacién, provienen de sangre periférica, siendo
obtenidas desde un voluntario sano, no fumador de 54 afios y sin antecedentes de haberse expuesto a
Rl en los seis meses previos a la toma de muestra. La manipulacion de dichas muestras se llevo a cabo
en condiciones de esterilidad y en cumplimiento con el plan de bioseguridad del laboratorio y tras

obtener el consentimiento informado del voluntario, personal del laboratorio habilitado, procede a
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extraer las muestras en las instalaciones de CCHEN, se utiliz6 como agente anticoagulante heparina

litio. Las muestras son utilizadas de manera inmediata para los ensayos de irradiacion y cultivo celular.

3.5.1 Separacidn de linfocitos y formacion de monocapa

La separacion de linfocitos a partir de una muestra de sangre se llevd a cabo mediante la centrifugacion
aplicando un gradiente de densidad. En un tubo cénico de 15 mL se adicionaron 3 mL de Histopaque
1077 (Sigma Aldrich) y 3 mL de sangre heparinizada. Los tubos fueron centrifugados por 30 minutos a
400 g a temperatura ambiente, descartandose la fase superior. La segunda fase, fue trasferida a otro
tubo cénico de 15 mL adicionando 6 mL de medio RPMI 1640 (1x suplementado con L-glutamina y
HEPES (25 mM) (Gibco)), y 1 mL de FBS (Gibco). Tras homogenizar la solucidn, ésta se centrifugd por 15
minutos a 400 g. El sobrenadante fue descartado y el pellet se lavéd en 6 mL de medio RPMI 1640
(Gibco), luego la solucién fue centrifugada por 15 minutos a 400 g. Finalmente, el pellet fue

resuspendido en 2mL de medio RPMI 1640 (Gibco).

Con el objetivo de obtener una irradiacién homogénea de las muestras, para el montaje experimental
en los ensayos de irradiacién en el equipo de PFD, se utilizd una monocapa de linfocitos aislados a partir
de sangre periférica. Esta se prepard utilizando una solucion de linfocitos de una concentracién méxima
de 6,13 ex10° células/mL o para concentraciones menores adicionando un maximo de 2 mL de solucién,
a una placa Petri de didmetro interior de 35mm. La concentracidn de células en la solucién, se obtuvo
utilizando una camara de Neubaheuer (Brand), en la cual se realizé el recuento de células de cada
muestra de linfocitos aislados previamente y se calculé la concentracidn de linfocitos aplicando la

ecuacion 1.
Ecuacion 1: Utilizada para el calculo de la concentracién de células en una solucién mediante la cuantificacion de
estas por camara de Neubaheuer

Células contadas
1.56x1075 * Factor de diluciéon

Concentracion de células (cel/ml) =

Las placas Petri sembradas con la solucién de linfocitos se mantuvieron en reposo durante 30 minutos
antes de ser irradiadas con el objetivo de que las células precipiten y formen una monocapa en la base

de la placa Petri.
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3.6 Ensayo de irradiacion en fuente pulsada de rayos X (PF-2kJ)

La placa de Petri con la monocapa de linfocitos fue posicionada en la ventana de polietileno del PF-2kJ
y fijadas usando cinta adhesiva en su parte superior como se observa en la figura 10. Se procedid luego
a cargar el equipo e irradiar la muestra con la cantidad de pulsos correspondientes (10, 20 o 40 pulsos).
Cada evento de irradiacidn se compuso de una placa Petri control (0 pulsos), una placa irradiada con
10 pulsos, otra con 20, y otra a 40 pulsos. El orden de irradiacion de las muestras fue ascendente,

partiendo por 10 pulsos y finalizando en 40 pulsos.

Figura 10: Montaje y posicionamiento de la muestra de linfocitos de sangre periférica sobre la ventana de
irradiacién de polietileno del PF-2kJ. A: Se muestra el quipo PF-2kJ utilizado, demarcado en calipso se observa el
fotomultiplicador; en rojo se destaca la posicion de la cdmara de vacio agrandada en la seccion B; en azul se
destaca 1 de los 8 capacitores del equipo. B: Se observa la hendidura en la ventana de polietileno (cuadrado rojo)
para posicionar una placa de 35 mm de didmetro. C: Placa de 35mm posicionada sobre la hendidura o ventana
de irradiacion (flecha) con muestra de linfocitos de sangre periférica. D: La muestra es fijada con cinta adhesiva
(flecha) para evitar cualquier disrupcidn de la monocapa formada.
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3.6.1 Cultivo de linfocitos y procesamiento de muestras irradiadas

Tras haber completado las irradiaciones, en condiciones de esterilidad las muestras fueron transferidas
a un tubo cénico de 15 mL. Las células fueron lavadas, adicionando medio RPMI 1640 (Gibco) y
centrifugando a 700 g durante 10 minutos. Se llevaron a cabo dos lavados y en el Gltimo, se eliminé el

sobrenadante dejando un volumen final de 500 pL en el cual se resuspendio el pellet de células.

El concentrado de células obtenido anteriormente fue inoculado en un tubo cénico de 15 mL con 4 mL
de medio RPMI 1640 (Gibco) y 1 mL de FBS. Con el objetivo de permitir que los mecanismos de
reparacion propios de las células entren en accién se incubd a 37°C durante 2 horas. Luego, se adiciond
0,1 mL de fitohematoglutinina (inductor mitético), y 0,05 mL de BrdU. A las 45 horas de cultivo se aplicé
KarioMax Colcemid (GIBCO) a los cultivos para detener el ciclo celular en el estadio de metafase y se

procedid con la incubacién hasta cumplir las 48 o 50 horas correspondientes.

Luego de las 48-50 horas de cultivo, las muestras se agitaron en vortex hasta obtener una solucién
homogénea. Los tubos fueron centrifugados a 700 g por 5 minutos y se eliminé el sobrenadante. Se
agregaron 5 mL de solucién de KCI 0,075M (Gibco) y se incubé en bafo termo regulado a 37°C por 5
minutos. Las muestras fueron centrifugadas a 700 g por 7 minutos, y se elimind nuevamente el
sobrenadante. Al pellet obtenido, se le adicionaron 6 mL de solucién de Carnoy y se incubd a 4°C por
15 minutos. Las muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 700 g y se elimind el sobrenadante. El
pellet obtenido fue lavado 2 veces mas con 6 mL de solucidon de Carnoy y centrifugado a 700g por 5
minutos. Por ultimo, el pellet obtenido fue resuspendido en aproximadamente 0,5 mL de solucién de
Carnoy restante de los lavados y se gotearon un maximo de 3 gotas en un portaobjeto previamente

lavado. Los portaobjetos se dejaron secar a temperatura ambiente durante la noche.

La tincidn de las muestras previamente fijadas en el portaobjetos se realizé aplicando la técnica de FPG
(Fluorescence plus Giemsa). Los portaobjetos se lavaron inicialmente en solucidon de Hoechst por 15
minutos, se enjuagaron en agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. Luego se
adicionaron 2 gotas de buffer Mcllvaine y se cubrieron con un cubreobjetos. Estas muestras fueron
expuestas a luz UV por 35 minutos. Las muestras se lavaron en agua destilada, eliminado el
cubreobjetos y se sumergieron en soluciéon SSC 2X incubandolas por 10 minutos a 60° C. Los

portaobjetos fueron lavados en agua destilada y sumergidos en solucién Giemsa 5% por 10 minutos.
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Las muestras se dejaron reposar por 2 dias antes de sellar el portaobjeto con Entellan (Merk) y un

cubreobjetos

3.7 Irradiacion de cristales TLD-100

En placas Petri de 35 mm seccionados en 4 sectores se colocaron cristales de TLD-100 (Rados [Lif:Mg,

Ti]). Estas placas fueron irradiadas manteniendo las condiciones de irradiacién al igual que las muestras

bioldgicas. La estimacion de dosis con TLD-100 se realizd para ensayos de irradiacion a 10, 20 y 40

pulsos. El analisis y los resultados de dosis de los cristales fueron realizados por la Seccién Vigilancia

Radioldgica Individual en la unidad de Dosimetria Personal Externa de la CCHEN.

3.8 Criterios de analisis de metafases (imagenes digitales y observacion al microscopio 6ptico)

El portaobjetos sellado es observado al microscopio. En aumento 16X se realiza la busqueda de

metafases (figura 11), y luego el anélisis de cada metafase se realiza en aumento 160X, ilustrado en la

figura 12.

Figura 11: Campo de observacion al microscopio con aumento de 16X, tincion FPG, flechas indican metafases que

deben ser observadas a 160X para su validacién.
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3.8.1 Criterios de aceptacion o rechazo

Las células observadas a 160X tienen que cumplir los siguientes criterios para poder ser consideradas

validas:

Metafases aceptadas:

1- Existencia de 46 centromeros sin presencia de dicéntricos y/o anillos céntricos o fragmentos

acéntricos

2- Existencia de 46 centrémeros sin presencia de dicéntricos y/o anillos céntricos, pero con fragmentos

acéntricos

3- Existencia de 46 centromeros con presencia de dicéntricos y/o anillos céntricos con sus fragmentos

acéntricos asociados y con exceso de fragmentos acéntricos.

En vista de esto, el primer criterio siempre debe ser verdadero; metafases que cumplen con los criterios
1y 2, se consideran validas y sin ACI (figura 12-A). El cumplimiento del primer y tercer criterio, indica
la existencia de una metafase valida con ACI (figura 12-B). Al momento de haber identificado
correctamente una metafase que posee ACI y es valida, esta fue reconstruida, mediante la realizacién
de un cariograma, para asi determinar cuales pares cromosdmicos se encuentran involucrados en la
formacidn del cromosoma dicéntrico o anillo céntrico y por la visualizacidn y confirmacién de otro
operador del laboratorio. Metafases que no cumplan estas condiciones, como por ejemplo que no
tengan 46 centrémeros, posean una morfologia inadecuada o sea dificil de identificar los cromosomas,
asi como la existencia de cromosomas dicéntricos o anillos céntricos, sin sus correspondientes

fragmentos acéntricos, se consideran invalidas y no son contabilizadas.
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Figura 12: Metafases en aumento de 160, tincion FPG. A: ejemplo de una metafase normal, se cuentan 46
centromeros y no se observan fragmentos. Adicionalmente la morfologia observada concuerda con una
morfologia normal esperada. B: Ejemplo de una metafase con ACI. Las flechas indican al cromosoma dicéntrico
(derecha) y a su fragmento acéntrico (centro). La metafase se considera valida, debido a que se contabilizan 46
centromeros, se identifica un cromosoma dicéntrico con su correspondiente fragmento acéntrico y la morfologia
de la metafase se encuentra dentro de lo esperado

3.8.2 indice mitético

Para evaluar la viabilidad de los cultivos llevados a cabo, se calculé el indice mitético (IM) de estos,
segun el protocolo de OIEA (30), al observar al microscopio en aumento 64X se contaron de manera
separada los blastocitos inducidos (excluyendo células apoptéticas y no inducidas), y metafases
visibles. Los datos obtenidos se utilizaron para calcular el porcentaje de metafases generada en el total

de linfocitos inducidos a partir de la ecuacién 2

Ecuacion 2: Porcentaje de indice mitético (IM)

(#metafases) * 100

IM =
#metafases + #blastocitos
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3.9 Analisis de datos

Para la confeccidn de la curva de dosis repuesta de RIC se calculé la frecuencia de ACI para cada punto
de dosis; se calculé el indice de dispersidn; y con la distribucién de las ACI, se calculé el indice U de
Papworth. Estos analisis se llevaron a cabo en paralelo utilizando la herramienta Biodose Tools (Ver.
2019.10.15-beta) (61) y GraphPad Prism 6 (Ver. 6.00) (62). La curva se grafica utilizando la herramienta

Biodose Tools, utilizando el parametro de modelo cuasi-Poisson.

Con la distribucién de ACI obtenida de los ensayos de irradiaciones con fuente pulsada se calculd indice
de dispersion y la prueba U usando GraphPad Prism 6y Excel (2016 MSO Ver. 16.0.4266.1001). Ademas,
se calculd el IM, considerando como criterio de exclusion un 2,5% (63). Los datos obtenidos fueron
luego graficados con GraphPad Prism 6 y utilizados para evaluar el efecto biolégico ocasionado por RIP

emitida por PFD.

Para obtener el dafio citogenético asociado a los resultados de dosis estimados por TLD, se estimé “la
frecuencia de aberraciones cromosdmicas interpolada”. Esta corresponde al resultado de la frecuencia
obtenida utilizando la ecuacién de la curva dosis respuesta confeccionada para RIC. Intervalos de
confianza del 95% (IC 95%) fueron estimados utilizando la tabla 8 del manual de respuesta a

emergencias radioldgicas de OIEA (30). Los resultados fueron graficados utilizando GraphPad Prism 6.
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4. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Analisis del efecto bioldgico de la radiacion pulsada

Las irradiaciones de linfocitos de sangre periférica utilizando el PF-2kJ correspondieron a 9 eventos de
irradiacion distintos. Luego del cultivo de linfocitos irradiados y preparacién de muestras fijas, se
analizé un total de 2.764 muestras de células en metafase al microscopio. La tabla 3 muestra, para cada
punto de irradiacion, la cantidad de ACI observadas en cada metafase valida (distribucion de ACl), el
total de células analizadas, el total de ACI identificadas, la frecuencia de ACI (total de ACl/total de
célula), el indice de dispersién (D), el indice de Papworth (U) y el indice mitdtico (porcentaje de células

inducidas a metafase).

Tabla 3: Distribucién, frecuencia, indice de dispersién (D), indice de Papworth (U) e indice mitético de ACl en
muestras irradiadas con una fuente pulsada de rayos X, emitida por PFD.

Distribucion de

N° ACl Totalde Total Frecuencia indice
Nombre ) D=c2/y U .
Pulsos Células ACI ACI Mitético
o 1 2 3
0 0 500 0 0 500 0 0,000 NA NA 9,72
10-01 10 230 0 0 231 1 0,004 1,000 NA 5,77
10-02 10 104 0 0 105 1 0,010 1,000 NA 2,31
10-03 10 486 13 1 O 500 15 0,030 1,110 1,67 5,2
20-01 20 77 3 0 O 80 3 0,038 0,975 -0,195 1,94
20-02 20 487 13 0 O 500 13 0,026 0,976 -0,395 5,23
20-03 20 476 22 2 O 500 26 0,052 1,100 1,650 4,7
40-01 40 9 8 4 1 118 19 0,161 1,589 4,631 0,41
40-02 40 210 14 6 O 230 26 0,113 1,400 3,800 1

Con el objetivo de caracterizar el efecto bioldgico generado por RIP emitida por un PFD, se analizan los
datos de la tabla 3, donde podemos observar que la frecuencia de ACI tiene una tendencia general a
aumentar, mientras que el IM tiene una tendencia general a disminuir. Como fue mencionado
anteriormente, los datos deben seguir una distribucion de Poisson. Para su determinacién se ocupa el
valor del indice de Papworth (U) (rango de -1,96 a 1,96), con este se valida si la muestra se ajusta a la
distribucién requerida (30). Asi mismo, se establece que la muestra debe estar por encima del umbral
de 2,5% de IM (63) y tener un minimo de 500 metafases validas contabilizadas (30), esto con el

propdsito de que estas muestras presentan la fuerza estadistica requerida. De los 9 ensayos realizados,
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4 (10-01; 10-02; 20-01; 40-01 y 40-02, ver tabla 3) deben ser descartados, por estar fuera de las

restricciones impuestas. Sin embargo, como el objetivo de este experimento es caracterizar el efecto

biolégico y no establecer la dosis de cada uno de los puntos irradiados, se decide no descartar la

muestra 40-02, ya que es la muestra que mayor peso estadistico tiene de los 2 ensayos de irradiacion

realizados a 40 pulsos.

Considerando lo anterior, es que se seleccionan 5 ensayos, que se muestran en la tabla 4 y se

confeccioné un grafico de dispersién (figura 13) para el andlisis de los puntos.

Tabla 4: Distribucién, frecuencia, indice de dispersién (D), indice de Papworth (U) e indice mitético de ACl en
muestras irradiadas con una fuente pulsada de rayos X, emitida por PFD. Valores extraidos de tabla 1.

Distribucion de

° ACI Células Total Frecuencia indice
Nombre D=o02/ly U s
Pulsos Contadas ACI ACI Mitdtico
0 1 2 3

0 0 500 0 0 O 500 0 0,0000 NA NA 9,72
10-03 10 486 13 1 O 500 15 0,0300 1,110 1,67 5,2
20-02 20 487 13 0 O 500 13 0,0260 0,976 -0,395 5,23
20-03 20 476 22 2 O 500 26 0,0520 1,100 1,650 4,7

40-02 40 210 14 6 O 230 26 0,1130 1,400 3,800 1
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Figura 13: Frecuencia de ACl obtenida en diferentes ensayos con RIP emitida por PF-2kJ, grafico confeccionado a
partir de los datos de la tabla 4; la frecuencia de ACl aumenta al aumentar el nimero de pulsos, indicando un
mayor efecto bioldgico a mayor cantidad de pulsos; n = 500 metafases para los puntos en 0, 10 y 20 pulsos; n =
230 metafases en 40 pulsos.

Al observar los datos de la tabla 3 y la figura 13, se evidencia que la frecuencia de ACl se incrementa a
medida que el nimero de pulsos aumenta, evidenciando que el efecto biolégico asociado a RIP
aumenta con el numero de pulsos emitidos por PF-2kJ. Adicionalmente se observa que el IM para las

muestras analizadas va disminuyendo a medida que el nimero de pulsos aumenta, esto también da

cuenta del efecto de la RIP sobre las células.

4.2 Confeccion de curva de dosis-respuesta de rayos X de fuente continta

La confeccidén de la curva de dosis-respuesta con una fuente continua de rayos X fue obtenida luego del
analisis de 8.552 imagenes de metafases, de las cuales, 3.987 fueron validadas correctamente, segln
los criterios expuestos en Materiales y Métodos seccién 3.8.1. En la tabla 5 se puede observar para
cada punto de dosis; el numero total de células evaluadas, el nimero total de ACI observados, la

distribucién de ACI, el indice de dispersion (D) y el indice de Papworth (U).
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Tabla 5: Resultados del recuento de metafases validas en muestras irradiadas con una fuente continua de rayos
X. Para cada punto de dosis se muestra el total de metafases analizadas, el total de ACl y su distribucién, ademas
del cdlculo del indice de dispersién (D), indice de Papworth (U) y la frecuencia de ACI.

. Distribucion de ACI Total de )
Dosis (Gy) 0 1 5 3 4 Metafases Total ACI  Frecuencia ACI D=02/y U
0 1008 0 0O 0 O 1008 0 0 NA NA
0,5 1009 30 1 0 O 1040 32 0,031 1,033 0,758
1 904 8 12 0 O 1000 108 0,108 1,115 2,590
2 711 173 48 6 1 939 291 0,310 1,186 4,039

Utilizando la herramienta Biodose Tools se confecciond la curva dosis-respuesta (figura 14). Esta curva
de dosis-respuesta, se confecciond utilizando un modelo de regresidn quasi-Poisson, debido a que los
puntos de dosis de 1y 2 Gy, se encuentran sobredispersos. Esta sobredispersion, se observa en los
valores del test U de Papworth, que para los puntos de dosis de 1y 2 Gy presenta los valores de 2,590
y 4,039, respectivamente, encontrandose fuera del limite aceptado de 1,96 (30) e indicando que estos
valores no se ajustan a la distribuciéon de Poisson. La curva obtenida, tiene las caracteristicas de una
curva lineal cuadratica ascendente, cuyo coeficiente “C” es 8,77¢10% (+2,34¢10?), el coeficiente lineal

(a) es 4,04¢1072 (+5,13¢10?), y el coeficiente cuadratico (B) es 5,85¢102 (+2,18¢107?) (figura 14).
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Figura 14: Curva de dosis-respuesta para rayos X, construida a partir del analisis de las metafases digitalizadas en
IRSN y analizadas en CCHEN. Se muestra la ecuacion de la regresion cuadratica, donde Y corresponde a la
frecuencia de ACI (total de ACl/total de células) y D a la dosis absorbida, (Gy). La linea discontinua representa la
funcién ajustada a la distribucion de quasi-Poisson a partir de los datos obtenidos. El area en gris representa IC
del 95% (p 0.05).
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4.3 Comparacion de las herramientas dosimétricas utilizadas para evaluar dosis y efecto bioldgico
en PFD

Utilizando cristales TLD-100 se realizaron un total de 37 ensayos de irradiacién en PDF a diferentes

numeros de pulsos, la tabla 6 muestra los resultados de dosis promedio y la desviacion estandar.

Tabla 6: Promedio de dosis equivalente obtenida de lairradiacion de TLD-100 con RIP emitida por PFD a diferentes
numeros de pulsos.

N*de  posis(sv)  DE (sv) N® de
Pulsos ensayos
10 0,276 0,079 19
20 0,605 0,135 8
40 1,171 0,26 10

Para comparar los resultados obtenidos por la dosimetria fisica (TLD-100), con los obtenidos mediante
marcadores biodosimétricos (ACl); se calculd el efecto biolégico asociado a las dosis promedios de la
tabla 6 utilizando la curva dosis-respuesta confeccionada en este trabajo (figura 14). Estos resultados
se denominaron “frecuencia interpolada”, y se resumen en la tabla 7. En la misma tabla se muestran
las frecuencias “experimentales,” que corresponden a los resultados obtenidos para los ensayos de

irradiacion a 10, 20 y 40 pulsos y el control a 0 pulsos (extraidos de la tabla 4)

Tabla 7: Comparacion de la frecuencia de ACI “interpolada”, y la frecuencia de ACI “experimental” observada en
muestras irradiadas con RIP emitida por PFD, junto son los intervalos de confianza correspondientes.

pulsos  Frecuencia IC95% Frecuencia IC 95%
interpolada LimInf LimSup experimental Lim Inf Lim Sup
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,016 0,007 0,028 0,030 0,016 0,048
20 0,046 0,028 0,065 0,026 0,013 0,043
0,052 0,034 0,075
40 0,128 0,095 0,160 0,113 0,084 0,143

La comparacion de los valores interpolados contra los experimentalmente se visualizan en la figura 15;
éstos muestran que los resultados obtenidos por dosimetria fisica como por dosimetria citogenética se
sobreponen, evidenciando que desde estas dos aproximaciones se obtienen resultados similares. Sin
embargo, se puede destacar que a menor cantidad de pulsos se observa una mayor diferenciacién entre
los resultados de frecuencia interpolada y experimental; siendo la frecuencia experimental mayor a la

interpolada.
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Figura 15: Comparacion de herramientas dosimétricas, frecuencia experimental (en rojo) y frecuencia interpolada
(en blanco con borde negro) a diferentes nimeros de pulsos. Las barras corresponden a los intervalos de
confianza del 95% para cada punto. Se observa el aumento de la frecuencia de ACI para ambos grupos a medida

gue aumentan los pulsos.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Los equipos de PFD son una novedosa y emergente tecnologia, la cual posee un potencial para ser
aplicado en la radiobiologia y radio medicina debido a que la emisidén pulsada de radiacion presenta
como principales caracteristicas, la entrega de Rl de baja energia a una alta potencia y capacidad de
enfoque del haz en comparacion con una fuente de radiacidén continua. A la fecha los pocos estudios
en estas dreas han caracterizado estos equipos mediante el uso de la dosimetria fisica, y su aplicacién
biolégica se ha limitado a la irradiacidn de lineas celulares de cancer. Para evaluar qué posibilidades
existen de utilizar la radiacion pulsada emitida por estos equipos en las ciencias biomédicas, la
utilizacién de marcadores capaces de evidenciar el efecto directo de la radiacién pulsada sobre los
sistemas bioldgicos y ademas de poder correlacionar estos resultados con una magnitud resultan un
pilar fundamental en el proceso de caracterizacion de éstos. En este trabajo se utilizaron las
aberraciones cromosdmicas inestables (ACl) como marcadores bioldgicos para evidenciar, evaluar y
cuantificar el dafio directo sobre el ADN asociado a radiacién pulsada. Con ello fue posible caracterizar
el efecto a diferentes condiciones de irradiacién (nimero de pulsos), y ademas fue posible comparar
estos resultados con los obtenidos por otra herramienta dosimétrica con el fin de comparar los

resultados obtenidos desde diferentes aproximaciones.

5.1 Andlisis de efecto bioldgico de radiacién pulsada

Los resultados observados al momento de analizar la frecuencia de ACI en células irradiadas con RIP
emitida por PFD, indica que a una mayor cantidad de pulsos aumenta el efecto bioldgico observado,
asociado a la directa observacién de una mayor frecuencia de ACI. Esto concuerda con lo descrito en la
bibliografia, donde utilizando dosimetria fisica se observa un aumento de la dosis a un mayor nimero
de pulsos emitidos por el equipo (56). Estos son los primeros resultados de su tipo, indicando que la

técnica de DCA es capaz de determinar el efecto biolégico que tiene PFD por sobre la materia viva.

Los resultados obtenidos al irradiar con 20 pulsos presentan una dispersion elevada, con una diferencia
aproximada al 50% en su frecuencia de ACI (0,026; 0,052). A pesar de que el esfuerzo de muestreo fue
el apropiado (se contabilizaron 500 células en cada caso), y los indicadores de dispersion,
homogeneidad (U test) e indice mitdtico se encuentran dentro de los rangos aceptados (30,63).
Conocer o entender esta anomalia y dilucidar si esta es parte inherente del comportamiento del equipo

es clave para poder determinar la viabilidad de la aplicacién de esta tecnologia en dreas biomédicas, ya

36



gue un comportamiento inestable no deseable para este tipo de aplicaciones, es pertinente por lo tanto
llevar a cabo otro ensayo en estas condiciones de irradiacién para determinar el origen de este

comportamiento.

En este trabajo, ademads de identificar y cuantificar las ACI, se realizé una cuantificacién de las células
segun su estadio celular, con el objetivo de calcular el indice mitético (IM). Este indice evidencia el
porcentaje de células inducidas a mitosis (63). Dentro del ciclo celular, existen puntos de control, los
cuales condicionan si las células contintdian o no a la siguiente etapa del ciclo celular (64,65). Para iniciar
la mitosis existe el punto de control del ciclo G2/M, si la célula presenta dafio en su material genético
no podra pasar este punto de control. Cuando la célula interactda con la RI, el ADN es un blanco que
producto de la interaccidn puede dafarse y no necesariamente ser reparado de manera efectiva (66).
El control del dafio al ADN sucede debido a la activacién de p53 (67,68), esta bloquea el avance a mitosis
y por tanto, no puede proseguir con su divisién celular, resultando en una célula que no iniciard la etapa
de mitosis. Al observar una disminucién significativa en la cantidad de células inducidas mitosis, al
aumentar el niumero de pulsos, se puede asumir que el dafio generado por sobre las células fue mayor,
impidiendo asi que estas prosigan del punto de control de G2/M y entren en mitosis. De esta forma,
los porcentajes significativamente menores de IM obtenidos, 9 % a 0 pulsos respecto de 1 % a 40 pulsos,
es otro indicador de que la radiacion pulsada tiene consecuencias en el desarrollo del ciclo celular de
los linfocitos, y que este efecto aumenta a medida que incrementa el nUmero de pulsos. Un efecto
similar fue observado en lineas celulares de cancer colorectal (DLD-1) que mostraron una menor
supervivencia celular a medida que aumentan los pulsos efectuados sobre las muestras (48). Al
comparar este efecto con RIC en células somaticas, se observa que este también se presenta de manera
similar, con un menor niumero de células viables al aumentar la dosis de radiacion observado como una
disminucion del IM a medida que aumentan los pulsos, esto se ha atribuido mayormente al dafio
generado por la radiacién, el cual genera muerte celular o un retraso del proceso de mitosis, debido a
problemas de reparacién del dafo efectuado. (69,70). Por otro lado, tener entendimiento de este
fendmeno podria brindar informacidn para optimizar el proceso con la intencidn de la aplicacién de RIP

emitida por PFD como alternativa terapéutica.
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5.2 Curva de dosis-respuesta de rayos X de fuente continua

Para la estimacién de dosis, a partir de una frecuencia de ACI, es recomendable que cada laboratorio
posea su propia curva de dosis-respuesta (30,43). Las razones de estas recomendaciones se asocian
principalmente a la utilizacidn de diferentes reactivos para las etapas de cultivo, preparacion y fijacion
de las muestras, ademas de los criterios de validacién que cada laboratorio aplica al analizar al
microscopio. Teniendo esto en cuenta, es que se confecciond una curva de dosis repuesta mediante el
anadlisis de imagenes de metafases obtenidas a partir de ensayos de irradiacion de sangre con una
fuente continua de rayos X de 40kV (0,997 Gy/min). Utilizando la herramienta Biodose Tool, se obtuvo
la funcién Y=8,77x10%+4,04x10°D+5,85x102D?. Se debe considerar que la confeccién de la curva dosis-
respuesta en este trabajo incluyd 4 puntos de dosis (0; 0,5; 1 y 2 Gy), por lo que estos resultados
debiesen ser considerados preliminares, ya que las recomendaciones sugieren incluir al menos 10
puntos de dosis (30). A pesar de ello, considerando que las magnitudes de dosis obtenidas por TLD se
encuentran dentro del rango abarcado por la curva dosis-respuesta confeccionada en este trabajo (0
Gy a 2 Gy), la utilizacidn de ésta para poder estimar la “frecuencia interpolada” y asi poder comparar
las dos herramientas dosimétricas es apropiada. La distribucién de ACI en los puntos de dosis 1 Gy y 2
Gy no se ajustan a la distribucion de Poisson (U test 2,590 y 4,039 respectivamente), posiblemente
debido a que demanda un mayor esfuerzo de muestreo, que requiere contar con mayor nimero de

imagenes de células analizadas.

En el trabajo de Alsbeih et al 2020 (71) se muestra la confeccién de una curva dosis respuesta,
considerando multiples pardmetros (diversidad de donantes, tipo de analisis de imagenes manual o
automatizados), ademas de comparar sus resultados con la literatura. Como se evidencia en esta
publicacidn, si bien todas las curvas dosis-respuesta tienen el mismo propdsito (estimar dosis
absorbida) existe una gran diversidad, todas estadisticamente vdlidas, pero que se diferencian en la
energia de la fuente de rayos X, tasa de dosis, criterios de recuento (qué ACI se consideran en el
recuento) y tipo de andlisis al microscopio (manual o automatizado) (72-74). Puesto que el PFD
utilizado en esta tesis emite rayos X de baja energia 8-10 keV, se lleva a cabo la confeccidn de una curva
de calibracidn propia, que presente un rango energético similar 40 keV y que es realizada en el mismo
laboratorio donde se lleva acabo todo el estudio utilizando las mismas técnicas y criterios de analisis,
brinddndonos una curva de calibracidn con el mejor ajuste a las condiciones experimentales para el

analisis de muestras irradiadas con PF-2kJ.

38



5.3 Comparacion de las herramientas dosimétricas para evaluar dosis y efecto biolégico en PFD

Dado los pocos estudios referentes a la irradiacién de materia viva con RIP emitida por PFD y que la
caracterizacion de estos equipos ha sido mayormente utilizando técnicas de dosimetria fisica o bien
observaciones de comportamiento de lineas celulares de cancer, se hace necesario tener un
acercamiento integral de las técnicas usadas y compararlas. Al hacer esto entre la frecuencia de ACI
interpolada a partir de TLD-100 y la frecuencia observada experimentalmente, podemos visualizar que
ambas poseen un comportamiento similar (figura 15), con ambos juegos de datos solapandose en el IC
95% del otro y con una tendencia al aumento de la frecuencia de ACI al aumentar la cantidad de pulsos.
Cabe destacar que la aplicacidn de un analisis estadistico comparativo, como ANOVA o T-test no fue
posible, debido a como fueron disefiados los ensayos de irradiacion y a que los resultados obtenidos se

encuentran fuera de las restricciones de estos analisis.

A pesar de estas limitaciones, se observa mayores diferencias entre las frecuencias interpoladas y
experimentales a medida que la cantidad de pulsos disminuyen, observandose en el punto de 10 pulsos
gue la frecuencia experimental es mayor a la frecuencia interpolada, lo cual solo se observa en este
punto. Existen antecedentes en la literatura donde se ha observado un mayor efecto biolégico a baja
dosis en comparacion con RIC, esto se ha denominado “hipersensibilidad a bajas dosis” (54) y la

diferencia observada a 10 pulsos podria estar ligada a este fenédmeno.

Teniendo en cuenta lo anterior, se observa que ambas herramientas pueden ser aplicadas para la
caracterizacién de la emision y del efecto bioldgico de RIP emitida por PFD, destacando que la medicidn
mediante TLD-100, podria estar subestimando dosis a bajo nimero de pulsos. De este modo la técnica
de DCA se plantea como la técnica mas adecuada a utilizar al momento de caracterizar estos equipos,

en particular a bajo niumero de pulsos o dosis.

La diferencia de efecto biolégico observada a bajas dosis y la posible vinculacidn con el fenémeno de
hipersensibilidad a bajas dosis debe ser explorado a futuro, en particular con herramientas de
dosimetria citogenéticas, con el objetivo de esclarecer este fendmeno, permitiendo una correcta

caracterizacién de estos equipos en cuanto a los efectos bioldgicos inmediatos.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados observados indican que la aplicacién de herramientas biodosimétricas permite
caracterizar un equipo de PFD ya que se evidencio el dafio bioldgico asociado a la irradiacion de las
muestras con RIP emitida por PFD incluso observandose una tendencia de encontrar mayor dafio a

mayor cantidad de pulsos realizados por el equipo.

Considerando que el marcador bioldgico utilizado es, casi, evidencia exclusiva del efecto directo de la
Rl sobre el ADN, es posible decir que la RIP genera un efecto bioldgico sobre las células que se
caracteriza por tener un comportamiento ascendente, en relacién a las ACl observadas a medida que
aumentan los pulsos. Esto ademds se complementa con los resultados de 1M, donde se observa una

disminucion del porcentaje de células inducidas a una mayor cantidad de pulsos.

Mediante la confeccidon de una curva de dosis-repuesta, fue posible comparar resultados de dos
herramientas dosimétricas (TLD-100 y ACI). Sin embargo, siguiendo las recomendaciones del OIEA (30),
esta curva requiere de un mayor nimero de metafases analizadas para aumentar la fuerza estadistica
de cada punto, asi como una mayor cantidad de puntos de dosis, con el objetivo de aumentar la
precisién de esta. No obstante, su utilizacién fue requerida ya que es la curva mas apropiada para
realizar las comparaciones entre la informacién obtenida por marcadores citogenéticos y la

informacién dosimétrica obtenida por TLD.

La comparacion de las frecuencias de ACI experimentales e interpoladas, indican que ambas
aproximaciones tienen un comportamiento similar y se encuentran dentro del IC 95% de cada uno. A
pesar de esto, las mayores diferencias observadas entre los datos fueron a menor cantidad de pulsos.
Este resultado concuerda con la hipétesis de hipersensibilidad a bajas dosis (54) y evidencia una posible

subestimacion de dosis a baja cantidad de pulsos al usar TLD.

El conjunto de resultados obtenidos, por lo tanto, permiten caracterizar el equipo PF-2kJ de CCHEN, el
cual genera un efecto biolégico que se observa como un aumento no lineal del dafio observado en el
ADN a medida que aumentan la cantidad de pulsos. La comparaciéon de dosimetria bioldgica vy fisica
muestra que a menor cantidad de pulsos el dafio bioldgico evidenciado por los marcadores

citogenéticos es mayor a lo que se reporta por un sistema de dosimetria fisica.
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7. IMPLICANCIAS, RECOMENDACIONES Y/O PROYECCIONES FUTURAS

La utilizacién de la RIP en el campo de las ciencias biomédicas, radio medicina es una proyeccion que
requiere del estudio a diferentes niveles de investigacién y desarrollo asociado al estudio de los PFD. A
conocimiento nuestro, no existen estudios donde se apliquen herramientas biodosimétricas para el
estudio y caracterizacidn del efecto de la RIP emitida por PFD, siendo CCHEN el lugar pionero en ello.
Esta tesis corresponde a una de las primeras publicaciones asociadas este tipo de investigacion y los
resultados de ésta, validan el uso de la dosimetria citogenética, en particular la técnica DCA, para la
caracterizacién de los efectos bioldgicos generados por RIP emitida por PFD. Este primer paso en la
aplicacion de técnicas de dosimetria citogenética en RIP, es un aporte a la caracterizacién de manera
integral de los equipos de PFD, con el objetivo de avanzar con la investigacion de aplicaciones en el
ambito de la radiobiologia, asi como la radio medicina. Tener una caracterizaciéon adecuada de los
efectos bioldgicos que posee la emisién de estos equipos es crucial para poder avanzar en estas areas,
y a la fecha sélo se han utilizado herramientas de dosimetria fisica, las cuales no permiten observar de
manera directa el efecto bioldgico causado por RIP, por lo que la introduccidn de herramientas de
dosimetria citogenética se hace crucial. A largo plazo, este tipo de equipos que poseen la capacidad de
emitir RIP, podrian ser utilizados en el tratamiento de canceres, brindando al paciente un tratamiento
efectivo y equivalente, pero con una disminucién de los efectos secundarios asociados a la radioterapia
convencional. Esta proyeccién se basa en los resultados obtenidos a la fecha, donde se ha reportado
un aumento de la tasa de muerte celular al impartir bajas dosis de RIP en comparaciéon con RIC

comparable.

El fendmeno observado y denominado hipersensibilidad a la radiacién a bajas dosis (54,55) ha sido
reportado en multiples estudios (11,48,53) y por lo tanto podria ser identificado como un punto de
unién entre éstos. Aplicaciones en el drea biomédica, pueden aprovechar este fenédmeno, con la idea
de poder obtener un resultado terapéutico similar, pero a una menor dosis, disminuyendo asi los
efectos secundarios inmediatos y a largo plazo para el paciente. El entendimiento y caracterizacién de
este fendmeno parece ser el proximo paso y es clave para poder proseguir con la investigacion y futura
aplicacion de esta tecnologia. Adicionalmente, un drea que debe ser explorada es el efecto bioldgico a
largo plazo. A la fecha todos los estudios han observado el efecto bioldgico a corto plazo o inmediato,
pero la utilizacion de Rl de forma terapéutica tiene efectos que pueden ser observados a largo plazo.
Existen técnicas de dosimetria bioldgica tal como la técnica de FISH, que permite identificar y cuantificar

las translocaciones y aberraciones cromosémicas que podrian evidenciar tales efectos.
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La exitosa aplicacion de herramientas biodosimétricas para la caracterizacion de un equipo de PFD, y
las caracteristicas de estas técnicas, llevan a sugerir el uso de una aproximacién integral a la
caracterizacion de estos equipos, utilizando distintas herramientas de dosimetria bioldgica, dosimetria
fisica e instrumentos de medicidn, con el objetivo de poder aprovechar las ventajas de cada unay tener
un entendimiento mas completo del efecto bioldgico que estos equipos producen sobre la materia viva,
ya que para una aplicacidn clinica, se requiere tener un profundo conocimiento del funcionamiento y

efectos de la aplicacién de esta tecnologia.
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