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Resumen:

Para realizar estudios de radiobiologia con el irradiador de '3’Cs Gammacell® 1000 Elite de la Instalacién
Radiactiva Central de la UCM, es necesario caracterizar el campo de radiacién para tener una dosimetria
precisa sobre las muestras. En este trabajo se describen tres experimentos sucesivos donde se completa esta
caracterizacion. En el primer proyecto se realizé una irradiacién controlada con peliculas radiocrémicas
(RC) con el fin de obtener la distribucion espacial de dosis en aire del campo de irradiacién. Se irradiaron
peliculas EBT4 con dosis entre 0-12 Gy y se analizaron posteriormente mediante scripts de MATLAB.
Este estudio permitié caracterizar la inhomogeneidad vertical del campo de irradiacién, estableciendo un
limite a una altura de 4,50 + 0,17 cm por debajo de la cual la inhomogeneidad es superior al 7 % (y por
tanto es desaconsejable su uso), mientras que la regién superior tiene una homogeneidad mayor al 98 %.
También se caracterizo la variacion de dosis radial debida a la mayor proximidad a la fuente, estimada en un
aumento del 5 % de la dosis por cada centimetro desplazado en direccion radial. Finalmente, se obtuvo un
valor preciso de la tasa de dosis en la zona central (Q = 0,11228 + 0,00080 Gy/s), caracterizando también
la dosis extra recibida por las muestras durante el tiempo de posicionamiento. Con todos estos pardmetros
se obtuvo una expresion analitica que describe el campo de radiacién en todo el espacio de interés. En el
segundo experimento se midié el apantallamiento de los tubos que se utilizan para contener las muestras
bioldgicas. Utilizando la descripcion del campo de irradiacién, y a partir de una irradiacion controlada de
RC EBT3, se determiné que los tubos Eppendorf utilizados en la mayoria de experimentos absorben un 10 %
de la radiacidn incidente. Finalmente, para validar lo obtenido, se realizé un ensayo bioldgico con la linea
celular de cdncer de mama MDA-MB-231. Tubos con células de esta linea fueron irradiados en distintas
posiciones del campo de radiacién para estudiar su supervivencia mediante un ensayo clonogénico, asi como
su transicion a un estado de senescencia. Ambos estudios resultaron coherentes con la descripcién del campo
de radiacién permitiendo determinar pardmetros radiobiolégicos experimentales coherentes con la literatura.

Abstract:

To carry out radiobiology studies with the '3’Cs Gammacell® 1000 Elite irradiator of the UCM Central
Radioactive Facility, it is necessary to characterize the radiation field to have accurate dosimetry on the
samples. In this work three successive experiments are performed where this characterization is fulfilled. In
the first project, controlled irradiation with radiochromic films (RC) was carried out in order to obtain the
spatial distribution of doses in air of the irradiation field. EBT4 films were irradiated with doses between
0-12 Gy and subsequently analyzed using MATLAB scripts. This study allowed us to characterize the
vertical inhomogeneity of the irradiation field, establishing a limit at a height of 4,50 + 0,17 cm below which
the inhomogeneity is greater than 7 % (and therefore its use is inadvisable), while the upper region has a
homogeneity greater than 98 %. The variation in radial dose due to greater proximity to the source was also
characterized, estimated at a 5 % increase in the dose for each centimeter displaced in the radial direction.
Finally, a precise value of the dose rate in the central zone (Q = 0,11228 + 0,00080 Gy/s) was obtained, also
characterizing the extra dose received by the samples during positioning time. With all these parameters, an
analytical expression was obtained that describes the radiation field throughout the space of interest. In the
second experiment, the shielding of the tubes used to contain the biological samples was measured. Using
the description of the irradiation field, and from a controlled irradiation of RC EBT3, it was determined that
the Eppendorf tubes used in most experiments absorb 10 % of the incident radiation. Finally, to validate the
results, a biological assay was carried out with the breast cancer cell line MDA-MB-231. Tubes with those
cells were irradiated in several positions of the radiation field to study their survival through a clonogenic
assay, as well as their transition to a state of senescence. Both studies were consistent with the description of
the radiation field allowing experimental radiobiological values consistent with the literature.
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1. Introduccion

Segtn la Organizacién Mundial de la Salud el céncer es una de las enfermedades mas extendidas causando
la muerte de decenas de millones de personas por afio. Entre las técnicas de tratamiento de esta enfermedad
se encuentra la radioterapia (RT), que se fundamenta en la deposicién de dosis de radiacién en el tumor
con el fin de atacar todas las células cancerosas evitando, en la medida de lo posible, la irradiacién de los
tejidos sanos. Con el fin del avance de este tipo de tratamiento se realizan estudios que han permitido conocer
que existen diferencias en la radiosensibilidad, y por tanto en la radiorresistencia, entre distintos tipos de
tumores. Adicionalmente, se conoce que existen diferencias de respuesta ante un tratamiento de RT para un
mismo tipo de tumor ya que pueden existir variaciones en las propiedades celulares, dando lugar a diferentes
subtipos de tumor que pueden ser mas o menos resistentes a los tratamientos de radiacion. Por ello, es de
gran importancia la determinacion de la radiosensibilidad celular pues permite caracterizar la efectividad
bioldgica tras la RT para el tipo de tumor o tejido considerado [[1]].

Una de las definiciones habitualmente utilizadas para caracterizar la muerte celular se basa en establecer que
se produce la muerte de una célula cuando esta ha perdido su capacidad de proliferacion, eliminando asi la
posibilidad de formar una colonia. De esta forma, para la determinacién de la radiosensibilidad se llevan a
cabo ensayos de supervivencia celular que consisten en el estudio de la formacion de colonias después de la
exposicion a la radiacién en comparacién con las formadas sin exposicion [2]]. Asi, se puede establecer la
correlacion entre la dosis con las que se irradian las células y la viabilidad de supervivencia (en su defecto
muerte) de la linea celular con la que se trate.

Los ensayos de supervivencia se entienden como el estidndar de oro para el estudio de células cancerigenas
ya que, al contrario de lo que ocurre con células sanas, se caracterizan, entre muchas otras, por la capacidad
de proliferacion masiva consiguiendo la formacidn de colonias organizadas a partir de una célula inicial.
Para el andlisis de la supervivencia se utiliza comtinmente el modelo lineal cuadratico (LQ) que permite
determinar la fraccién de supervivencia (FS) teniendo en cuenta la dosis de irradiacion

FS=e ®DBD? (1)

donde @ [Gy™'] mide la radiosensibilidad celular y 8 [Gy 2] mide la capacidad de reparacién de los daiios
celulares. Por ello, cuanto menor es el cociente de efectividad /8, mayor es la capacidad de reparacion
celular. La caracterizacion de estos pardmetros generalmente se consigue a partir de ensayos in vitro que
implican conocer con precision la dosis de irradiacién. Puesto que se suelen utilizar irradiadores con fuentes
radiactivas como %°Co o '37Cs es necesario la caracterizacién correcta de la dosis proporcionada por este
tipo de equipos, no solo por la inhomogeneidad de la dosis sino también porque pueden estar calibrados bajo
unas condiciones de medio que no tienen por qué corresponder con las de los ensayos [3]].

En particular, el irradiador disponible y utilizado en los ensayos de irradiaciéon llevados a cabo en la
Universidad Complutense de Madrid (UCM) corresponde con el que se encuentra en la Instalaciéon Radiactiva
Central de la Facultad de Medicina de la UCM, instalacién de segunda categoria con fines, principalmente,
en investigacion. El modelo de irradiador del que se dispone es el Gammacell® 1000 Elite (Gammacell)
y se fundamenta principalmente en la utilizacién de muestras de '3’Cs para irradiar. De esta forma, para
determinar con precision los parametros radiobioldgicos, a y 3, se necesita conocer con precision tanto la
supervivencia celular obtenida como la dosis que reciben las células al ser irradiadas con este equipo.

Concretando més en el Gammacell se debe destacar que el irradiador posee dos fuentes de '3’Cs. Este
radionucleido se caracteriza por tener una semivida de 77/, = 30,08 £ 0,09 afios que se desintegra al 137Ba
por via beta menos (57) el 100 % de las veces. Sin embargo, no siempre se desintegra directamente al estado
fundamental del nicleo hijo sino que en la mayoria de las ocasiones acaba en un estado excitado. Un pequeiio
esquema que resume lo descrito es el siguiente
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Figura 1: Desintegracién del '*’Cs.

Como se observa, el 94,6 % de las veces se desintegra a un estado excitado del '¥’Ba que se desexcita
posteriormente (77, = 2,552 + 0,001 min) emitiendo un fotén de energia bien conocida (E, = 661,7 keV)
[4]. De esta manera, al utilizar el radionucleido para la irradiacién de las muestras se puede afirmar que la
dosis vendra dada por la energia por unidad de masa que dejen los fotones al atravesar el material ya que los
electrones beta se frenan en el encapsulamiento.
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Figura 2: Esquema del irradiador y del modo de irradiacién. Fuente: [5]] con modificaciones propias.

En la Figura (2a) se muestra una imagen del irradiador en la que se tiene ampliada tanto la pantalla como
el cilindro metélico donde se introducen las muestras a irradiar. La pantalla permite la monitorizacién de
la irradiacion a partir de la asignacion del tiempo de exposicion (., ,) para el que se esté irradiando la
muestra o muestras que se introduzcan. También proporciona los valores de dosis central y dosis minima de
irradiacién en agua, pues no hay una distribucién homogénea de dosis. En la Figura viene representado
un esquema del proceso de irradiacion del equipo desde una vista en planta, y la Figura representa este
mismo procedimiento pero con una vista de perfil]

De esta manera se puede simplificar y esquematizar el proceso de irradiacion en los siguientes pasos:

1. Tras la colocacién de las muestras dentro del cilindro metalico, este se introduce en el propio irradiador.
Esencialmente queda posicionado en un rotor con una apertura lo suficientemente grande como para
introducirse el bote metéalico. Ademas, el resto de la estructura es opaca a la radiacidn evitando que al
abrir la puerta de apertura exista peligro de irradiacion.

2. El cilindro metélico empieza a girar sobre si mismo.

1E] esquema del perfil mostrado corresponde con el del equipo Gammacell® 3000 Elan, sin embargo, sirve como representacién
del proceso que lleva a cabo el irradiador estudiado en el trabajo.



3. El rotor gira sobre su eje produciendo una traslaciéon del bote metélico hasta enfrentarse con las
muestras de cesio. Este giro se realiza de forma uniforme tardando 12 segundos desde la carga del
cilindro hasta colocarse frente a las fuentes. Durante este proceso, en la fase final del mismo, la
apertura del rotor por donde se introdujo el cilindro permite que las muestras queden expuestas a una
pequeiia fraccion de radiacién en el intervalo del tiempo que tarda en enfrentarse completamente el
bote metdlico y las fuentes.

4. Tras el enfrentamiento comienza el periodo de irradiacién propiamente dicho y el irradiador empieza
a tener en cuenta el tiempo de exposicion. Se debe afadir que durante este proceso el bote metélico
sigue rotando sobre si mismo permitiendo homogeneizar la irradiacidon de todas aquellas partes que
se encuentran a la misma distancia radial respecto al centro del cilindro metélico.

5. Una vez pasado el tiempo de exposicion las muestras vuelven a la posicion inicial junto con el cilindro
pudiendo ser recogidas ya irradiadas. Considerar que tras finalizar el tiempo de exposicién, tendremos
también un tiempo de irradiacion extra debido al mismo factor que el del tercer paso.

La consideracién conjunta de los dos tiempos en los que las muestras
se estdn irradiando pero el irradiador no los considera como tiempo de \\2 o /
exposicién se puede caracterizar como tiempo de transicién o fy. Cabe 2 5/
destacar que las muestras han sido irradiadas de manera inhomogénea
ya que al girar el cilindro que las contiene durante la irradiacién habra
momentos en los que los extremos estén en la posicién mds cercana o mas
lejana de las fuentes mientras que la region central estd a una distancia
fija del cesio.

o

Tras el proceso de irradiacion, las isodosis del Gammacell, Figura (3),
corresponden con tener una distribucién de dosis inhomogénea en el
interior del cilindro. Los valores de las curva de isodosis mostrados en la
imagen pertenecen a una irradiacion en la que la region central se irradia
con 25 Gy. Se obtiene que en los extremos laterales la dosis ha aumentado
mientras que los extremos en altura han adquirido una dosis inferior. Esta
representacion permite determinar que la irradiacién con el Gammacell no viene descrita a partir de un solo
valor de dosis sino que es necesario considerar la posicién de las muestras dentro del cilindro metdlico que
se introduce en el propio irradiador. Del mismo modo, destacar que la lectura de dosis en la pantalla del
irradiador, Figura (2a)), proporcionaria inicamente un valor de dosis central igual a 25 Gy y un valor minimo
de dosis de 24 Gy.

:

Figura 3: Curvas de isodosis.
Fuente: [5] con modificaciones
propias.

2. Objetivos

El objetivo principal del siguiente trabajo es la calibracién de la distribucion de dosis que ofrece el irradiador
de cesio que se encuentra en la Facultad de Medicina de la UCM, Gammacell® 1000 Elite, de tal forma
que se consiga tener una dosimetria precisa sobre las muestras. Como validacién a la expresién obtenida se
propone la realizacién de un experimento bioldgico con una linea celular de cancer de mama, MDA-MB-23.

Para cumplir con la motivacién propuesta se desarrollan tres experimentos cuyos objetivos individuales son
la caracterizacion del irradiador, la obtencidn del factor de atenuacion de los tubos en los que se irradian
células y la validacién de la distribucién de dosis del irradiador y su influencia en ensayos bioldgicos. Con
el primero de ellos se pretende analizar las tres fuentes de inhomogeneidad del campo:

= Las muestras de la parte mas externa del cilindro absorben una dosis de radiacién diferente a la
absorbida por las muestras situadas en el centro.



= Debido a la fisica y posicion de las fuentes la distribucion vertical de dosis no es del todo homogénea.

» Para tiempos de exposicion reducidos, t.x, pequeiios, puede que el cilindro metélico no complete una
vuelta y, por tanto, que la dosis recibida sea diferente incluso para posiciones que se encuentren a una
misma distancia respecto al centro del cilindro metélico.

Asimismo, este primer experimento busca obtener la calibracién del irradiador en aire puesto que la in-
formacién proporcionada por el propio equipo viene de una calibracién en agua mientras que las muestras
se irradian, en su mayoria, en aire y dentro del cilindro metélico. Con los dltimos dos experimentos se
consigue la validacion de la expresion obtenida con el primer anélisis y estudiar la implicacién bioldgica de
la distribucién de dosis.

3. Tratamiento de las peliculas radiocréomicas

Para los estudios desarrollados se hace uso de peliculas radiocrémicas (RC), por ello, es necesario dedicar un
apartado a comprender algunas caracteristicas de las mismas. Las RC son dosimetros que destacan dentro del
campo de la fisica médica donde el modelo empleado comtinmente en estudios de dosimetria en radioterapia
es el External Beam Therapy (EBT) que serd también el utilizado en los experimentos del presente trabajo.
El uso de este modelo es debido principalmente a las propiedades que poseen las RC, pues su respuesta es
independiente de la tasa de dosis, tienen una elevada resolucion e incluso tienen gran homogeneidad [6, [7]].

Para el primer anélisis se hace uso de peliculas EBT4, mientras que en el segundo se utilizan EBT3. Ambos
modelos poseen la misma composicion, estdn formados a partir de tres capas superpuestas donde las dos
externas corresponden con el recubrimiento de la capa central, el principio activo. Las capas mas superficiales
componen una base de poliéster transparente con superficie mate de unos 125 um que encierra el sustrato de
principio activo de 28 um [8 9]]. Esta capa central representa la capa sensible en la que se desencadena un
proceso de polimerizacién parcial cuando incide radiacion ionizante produciéndose el oscurecimiento de la
pelicula. Estdn compuestas de hidrégeno con carbono junto a una pequefia proporcién de oxigeno, nitrégeno,
litio e incluso cloro [[10}[11]]. A pesar de las similitudes anteriores, la diferencia entre ambos modelos viene
dada por el procesado durante la fabricacién pues algunas ligeras variaciones han permitido que se mejore
la relacién sefial-ruido, reduciendo las incertidumbres de la dosis leida con las EBT4 frente a las EBT3 [12]].

Al irradiar las peliculas radiocromicas estas se oscurecen de manera proporcional a la dosis absorbida
pudiendo ser escaneadas con el fin de determinar la dosis a partir de dicho oscurecimiento. Ademas, se debe
tener en cuenta la posicion de la RC durante su digitalizacién ya que los polimeros activos de las peliculas
estan dispuestos unidireccionalmente, por lo que la direccién de calibracion debe ser la misma que para la
lectura. Asi, en las representaciones posteriores de las RC vendra una flecha que nos indique la direccién de
escaneo.

Tras el escaneo se tienen las imagenes en formato TIFF (Tagged Image File Format) configuradas en RGB.
De esta forma, la conversion del valor de cada pixel a dosis se realiza teniendo en cuenta la densidad 6ptica
neta, netOD, que se fundamenta en la caracterizacion de la variacién de la densidad Optica tras haberse
irradiado la pelicula radiocrémica. La ecuacidn para obtener la densidad éptica neta es

netOD + AnetOD = ODiyrq ~ ODg £ \JAOD?, , +AODY, @)

donde OD representa la densidad Optica y tiene en cuenta el valor méximo que puede tomar un pixel cuando
trabaja con 16 bits, 65535, y el propio valor del pixel, PV, a partir de la expresion OD = log (6513—535). El

subindice 0 corresponde con la lectura de una pelicula de control, es decir, que no ha sido irradiada pero que
sigue el mismo proceso que las RC que si son irradiadas. El subindice irrd hace referencia a la condicion de



irradiacién. A partir de esta informacion, la expresion que permite obtener finalmente la dosis es
D=a+b-netOD +c -netOD", 3)
con incertidumbre

AD = \(Aa)? + (netODAD)? + (netOD"Ac)? + (n - ¢ - netOD"~ ' AnetOD)?. 4

Los pardmetros a [Gy] , b [Gy] , ¢ [Gy] y n son los coeficientes obtenidos de la calibracion para el lote
de peliculas utilizado, donde n se fija al principio careciendo asi de incertidumbre. Para las EBT3 y EBT4
usadas, la calibracion fue realizada tras una irradiacion previa en el Hospital General Universitario Gregorio
Marafién. Destacar que esta expresion permite obtener una descripcién de dosis para cada pixel de cada uno
de los canales. Sin embargo, para realizar un andlisis mas completo el tratamiento de dosis de cada pixel se
har4 a partir de un estudio multicanal que se basa en la media ponderada de los canales R, G y B de tal forma
que se tiene un valor de dosis junto a su incertidumbre para cada pixel.

4. Caracterizacion del irradiador

4.1. Protocolo

Para la caracterizacién de la distribucién de dosis que ofrece el irra-
diador es necesario tener una buena estadistica que permita concluir 12,7 cm

de manera detallada la curva de dosis correspondiente al Gamma-
cell. Por ello, dos peliculas radiocromicas EBT4 fueron divididas en
seis segmentos cada una de tamafos iguales correspondientes con
12,7 cm X 6,4 cm con un error de + 0,1 centimetros en cada lado,

Figura ().

Con el fin de eliminar cualquier factor que influya en la lectura
de la dosis, se utilizan RC virgenes, es decir, peliculas que no han
sido irradiadas anteriormente. Esto es debido a que, incluso si se
conociese de manera rigurosa la dosis que se podria haber dado, esta
dosis inicial podria conllevar a un resultado erréneo en la calibracién ~Figura 4: RC del primer experimento.
del irradiador.

6,4 cm

La irradiacién de las peliculas radiocromicas se basa en que cuatro de ellas corresponderdn con un tiempo
de exposicion de 12 segundos, {RC;}. Se irradiaron 4 radiocrémicas bajo las mismas condiciones con el
fin de promediar los resultados que ofrecen las 4 peliculas ya que en las irradiaciones a tan baja dosis las
incertidumbres son mayores. Otras siete de las divisiones corresponderian con tiempos multiplos de esos
12 segundos de tal forma que el subindice represente el factor de multiplicacion, {RC,, RC3, RCy4, RCs,
RCq, RC7, RCs}. Ademas, para tener un control, el dltimo de los fragmentos no se irradié pero llevé el
mismo proceso que el resto de las radiocromicas, {C}. Posteriormente se procede con el escaner de las
RC con una lectura que se hizo a tiempo post-irradiacion, s, de 28,00 + 0,17 horas evitando eliminar
cualquier influencia de la dosis leida con el tiempo post-irradiacion. Destacar que una misma radiocrémica
es escaneada tres veces con el fin de trabajar con el promedio de los tres escaneres. De esta forma podemos
agrupar la informacién de la siguiente manera

|C RC; RC; RC; RC; RCs RCs RC; RCg

texp [S] | - 12 24 36 48 60 72 84 96
tpost [h] 28,00 + 0,17

Tabla 1: Peliculas radiocrémicas irradiadas y escaneadas.



4.2. Anadlisis y resultados

La irradiacién de las RC se realiz6 como se presenta en la Figura (3)). De esta
manera, tenemos un soporte con una regién central de plastico que permite la
incorporacion de viales de Coumarin para hacer dosimetria liquida. Estas muestras
no serdn analizadas en el trabajo ya que se trata de un estudio de otra investigadora.
Afadir también que debido a la estructura del soporte la dosis absorbida en la
region central de las radiocrémicas se ve apantallada por el pléstico.

Ast, para el anélisis se han establecido unas coordenadas tales que uno de los ejes
corresponde con la direccién que marca la altura del irradiador cuyo origen se
encuentra en la base del mismo. Por otro lado, el eje radial corresponde con la
direccion que representa la distancia radial al centro del cilindro. Las RC fueron
Figura 5: Montaje 1. situadas en el centro del equipo permitiéndonos establecer un analisis radial para
los dos laterales de las peliculas. De esta forma, una misma radiocrémica nos
establecia informacién de la regién central atenuada y dos estadisticas radiales (una por cada lateral). Del
mismo modo, como la base del soporte mide 5,02 + 0,01 mm la lectura de la dosis en altura para las
radiocrémicas corresponderd con medio centimetro por encima de la base del cilindro metélico que contiene
las muestras. Debido a esta pequefia diferencia, en los siguientes andlisis se especificara si la altura la
medimos respecto a la radiocrémica o al origen de irradiacién del equipo.

4.2.1. Curva de dosis en funcién del tiempo

Comprendiendo la manera de irradiar que tenemos, seccion
se entiende que existe un tiempo de transicién en el que

14 1 Region central RC ) ) X ‘ )
I Region lateral RC la muestra se estd irradiando pero el irradiador no considera
12 I Dosis central irradiador dentro del tiempo de exposicion determinado, siendo necesa-
10 % rio caracterizar dicho valor. Ademas, la informacion de dosis
= I - que se lee en la pantalla, Figura (2a), corresponde a dosis en
% 8 % - agua pero nuestras muestras estan en aire. Para mitigar ambos

§ 6 1 % problemas se desarrolla el siguiente andlisis.

4 A Tras la irradiacién de las RC y su lectura se obtienen las dosis
2|l £ de la regién central (atenuada por el pléstico del soporte) y las
- dosis laterales. Si ademas consideramos la informacién que nos

00 20 40 60 80 100 proporciona el irradiador sobre la dosis central se obtiene la
Tiempo [s] Figura (6)). Caracterizando los datos a partir de un ajuste lineal
Figura 6: Dosis en funcién del tiempo. y=m-x+n )

se determinan los valores que se muestran en la Tabla (2)) donde
los coeficientes de correlacién lineal respectivamente con la informacion de la tabla son R? = 0,99994, R? =
0,99992, R? = 0,9999991, afirmando que el comportamiento seguido por la dosis frente al tiempo es lineal.

‘ Region central Region lateral Informacion irradiador
m = Am [Gy/s] | 0,10090 0,00032 0,11200 0,00073 0,094560  0,000036
n * An [Gy] 0,3309 0,0019 0,3713  0,0044  0,0052 0,0022

Tabla 2: Resultados dosis en funcién del tiempo.

De esta manera, debido a la presencia de un valor para la ordenada en el origen se establece que existe una
dosis extra para las peliculas radiocrémicas leidas mientras que el propio irradiador no la estd considerando,



pues a pesar de que su respectiva ordenada no es compatible con un valor nulo la influencia de esta dosis
es minima y despreciable. Aunque se podria determinar directamente la dosis de transicién que reciben
las radiocrémicas, es mds correcto caracterizar el tiempo de transicidn, #y, ya que la dosis recibida por la
muestra, tal y como se demostrard en los estudios posteriores, sigue una distribucién radial y corresponde
con la misma tasa de irradiacion que el de la irradiacion propiamente dicha.

Asi, la forma correcta de caracterizarlo corresponde con obtener el valor de corte con el eje x de nuestra
regresion lineal pues permitira hallar el valor del tiempo de transicion explicado detalladamente en la seccién
Aunque la obtencién de g conlleva obtener un resultado negativo, en la expresion mostrada a continuacién
se entiende como el valor absoluto pues el signo negativo solo indica que es un tiempo que no se estd

considerando. De este modo
An\*  (Am)\?
to = Aty = 2 1+ (—n) + (—m) s (6)
m

n m
determinando finalmente, a partir de los valores de la Tabla (2)), que
to + Atg = 2,64 £ 0,40 s. @)

Lamitad de dicho tiempo se debe al desplazamiento de las muestras, debido al rotor, desde su posicionamiento
inicial hasta enfrentarse con las muestras de cesio. La otra mitad se relaciona con la vuelta de la muestra
desde su posicion de irradiacion hasta la posicion inicial. Teniendo en cuenta que la mitad del giro se realiza
con un movimiento uniforme que dura 12 segundos, explicado en (], el giro completo corresponderia con
24 segundos tal que el 11 % de ese tiempo total se estan irradiando las muestras sin encontrarse el cilindro
metalico enfrentado a las fuentes.

Ademas se puede determinar el factor de atenuacién debido al plastico central del soporte. Para ello, se hace
uso de la expresion siguiente que viene definida como la media ponderada de las razones de las pendientes

y ordenadas de los ajustes,
M_, N_

3 2 1
FJ_rAF:AZ}’I AII\' + , (8)
+ vz [, 1
AM? T ANZ TR
donde M = mgs[Mgin ar Y N = Ngr [Nsin ar Y AM 'y AN sus respectivas incertidumbres. Con subindice at
hacemos referencia a los pardmetros obtenidos a partir de las regiones de las RC cuyas dosis se han visto

atenuadas (region central) y el subindice sin at se refiere a las regiones sin atenuar (los laterales). Se concluye
asi que

F + AF =0,8986 + 0,0057, (©)]

permitiendo afirmar que la regioén central donde tenemos plastico dejan pasar el 90 % de la radiacién, o lo
que es lo mismo, absorbe un 10 % de la misma. De esta forma, el comportamiento de la region central, Tabla
(2), se puede ver corregido por el factor de atenuacion debido al pldstico estableciendo finalmente que la
tasa del irradiador en la region central corresponde con Q = 0,11228 + 0,00080 Gy/s.

4.2.2. Analisis vertical

Las alturas expresadas en este apartado se referencian respecto a las radiocrémicas, si queremos determinarlo
en funcidn del origen de irradiacién debemos considerar los 5,02 + 0,01 mm de la base del soporte.

Analizando la dosis absorbida por las diferentes radiocrémicas en la direccién vertical lo que se obtiene
viene representado en la Figura (7)), que no muestra la incertidumbre asociada debido a que se ha buscado
tener una mejor visualizacién de la tendencia obtenida aunque si se tiene en cuenta en el cdlculo. Para la
caracterizacion se ha hecho un estudio de la desviacion estandar relativa (RSD) por encima y por debajo
de los 4,00 + 0,17 cm respecto a la base de la radiocrémica. La separacion entre estas dos regiones viene



motivada por las curvas de isodosis que definen el modo de irradiacién del Gammacell, Figura (3). La

ecuacion que define la RSD corresponde con

RSD [ %] = (%) - 100, (10)

donde o es la desviacion estdndar de los promedios en la direccion vertical y D es el promedio de los valores.

—RC

P
O O

——RC
——RC

Inhomogeneidad por encima de los 4,00 = 0,17 cm
RC; RC, RC; RCs RCs RCg RC; RCg

Pyl
O

RSD [ %]

Altura [cm]

—RC

)
O

@ N @ o AW N

15 19 13 10 19 18 13 13

Inhomogeneidad por debajo de los 4,00 + 0,17 cm
RC; RC, RC;z; RC4 RCs RCg RC; RCg

01 012 014 o016 018 RSD[%]
Dosis/tiempo [Gy/s]

|72 67 58 73 59 71 69 7.1

Figura 7: Analisis vertical. Tabla 3: Desviacidn estandar relativa a diferentes alturas.

A partir de los resultados se concluye que existe una inhomogeneidad vertical inferior al 2% en la zona
superior a los 4 cm y por debajo trabajamos con inhomogeneidades que oscilan entre el 6% y el 7 %.
Esto permite determinar que al variar en altura una muestra, si esta se encuentra en la parte superior, la
uniformidad de la tasa de dosis leida podrd variar en un 2 % mientras que en la parte inferior llegarifamos
a tener inhomogeneidades de hasta el 7 % si no hemos caracterizado correctamente la altura. Del mismo
modo, la variabilidad (diferencia méxima) de la tasa en la parte inferior es de 2,721 + 0,015 cGy/s, que
se corresponde con una diferencia del 22,5 % en la tasa de dosis. Asi, la regién dptima para colocar las
muestras corresponde con ponerlas por encima de los 4,50 + 0,17 cm respecto a la base del cilindro (origen

de irradiacion).

4.2.3. Analisis radial

Modo deirradiacion RC irradiada

Lateral 1 Lateral 2

f 1/

— =
i

wo /1057 00°LL

4,00£0,17 cm
——

Regidn central atenuada

Figura 8: Esquema analisis radial.

Para entender bien este andlisis se debe completar lo des-
crito al inicio de la seccién. Puesto que se quiere realizar
un andlisis radial de la distribucién de dosis la lectura de
las RC debe hacerse radialmente. De esta forma, puesto
que las peliculas se irradiaron centradas en el cilindro, ca-
da mitad de la misma proporciona, independientemente
de la otra, la estadistica de un estudio radial. Por tanto, tal
y como se observa en la Figura (8), tenemos dos laterales
de lectura cuyo origen es la mitad de la RC (regién cen-
tral que estd atenuada por el pléstico). La direccion radial
serd positiva hacia la izquierda cuando tratemos con el
“Lateral 1” mientras que con el “Lateral 2” la direccion
positiva del eje r es hacia la derecha. Los limites en altura
vienen caracterizados por el borde critico obtenido del
andlisis vertical y el borde superior de la misma RC.



La caracterizacion de la distribucion de la tasa de dosis en direccion radial para cada una de las peliculas
presenta el comportamiento de la Figura (9) y se basa en la obtencion de los promedios en altura de la tasa de
una misma radiocrémica en direccion horizontal. Como en estas figuras se presenta D/t frente a r el aspecto
que se observa corresponde con una region central que se ve atenuada respecto a los extremos.

En el andlisis de la seccion anterior se ha obtenido el tiempo de transicion 7y que tiene mayor o menor
influencia dependiendo de si irradiamos con baja o alta dosis. Al representar la dosis por unidad de tiempo
habiendo tenido en cuenta el valor de ¢y los resultados obtenidos permiten una caracterizacion conjunta de
todas las RC pues se adquieren ahora valores compatibles. Esta influencia de f( se observa en la Figura (9a))
y la Figura afirmando que si el estudio se realiza sin la consideracion del tiempo de transicion, la dosis
absorbida por las radiocrémicas no se puede generalizar a partir de un comportamiento para todas ellas.

Sin considerar t, Considerando t, 2 RC,
0.18 0.18 — <
9015
IS
= 0.16 016 8 |
=, = = 0.17
o Q D
o 0.14 o 0.14 o) 0 1 2
g g i r [cm]
S 9] ///; Y RC
=012 £0.12 —— > 2,3,4,5,6,7,8
g% 2 = O,
2 =
2 2 | 2 0.15|
0 o1 0 o1 g B
(]
S 01—
0.08 0.08 2
0 05 1 15 2 0 05 1 15 2 8 1 2
r [cm] r [cm] r[cm]
(a) Sin considerar t. (b) Considerando #g. (c) Diferenciacién RC;.

Figura 9: Tasa de dosis en funcién de la distancia radial. En ninguna de las imigenes anteriores se han
representado las incertidumbres (pese a que se utilizan en el calculo) debido a que se ha buscado tener una
mejor visualizacion de la tendencia comentada.

Si nos centramos en la primera de las radiocréomicas, RC;, vemos que ambos lados de la misma han absorbido
diferente dosis (incompatibles si se tiene en cuenta la incertidumbre) ain teniendo igual tiempo de exposicion.
Si realizamos un ajuste lineal, Ecuacién (3)), cada uno de los laterales proporciona valores de la pendiente
diferentes e incompatibles, Tabla (4a). Asi se puede establecer que para tiempos de exposicion iguales o
inferiores a 12 segundos el cilindro metélico no completard una vuelta sobre si mismo, seccion |1}, de tal
forma que los laterales de las peliculas no se irradian homogéneamente. Puesto que este comportamiento es
inevitable si se quieren dosis bajas de irradiacion sabemos que la incertidumbre asociada a la dosis recibida
serd mayor.

-3 Gy -3 G 3 G
m [1073 8 | m [1073 8| G |10 & ]
Lat. 1 | 8413 +0,092 Lat. | 557 +0.72 texp <485 | 5,6£29
Lat. 2 3,02 + 0,12 texp > 48s 5,57 +0,72
(a) RC;. (b) RC> 3 4.5,6,7y8- (c) Aumento radial.

Tabla 4: Parametros de las rectas de ajuste.

Por otro lado, si nos centramos en aquellas que tienen un f.,, > 48 s, la caracterizacion lateral de todas
ellas tiene un comportamiento repetible que se puede determinar también a partir de un ajuste lineal. Este
resultado se muestra en la Tabla (#B)). Considerar que los valores de R? obtenidos para las regresiones lineales
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no toman valores inferiores a 0,948 pudiendo afirmar que la tendencia lineal establecida es correcta para
el andlisis ya que la “falta” de linealidad (no obtener R> = 1) se debe principalmente a la limitacién en la
precision de la lectura de dosis en las radiocrémicas.

De esta manera, el andlisis se concluye diciendo que existe una variacién en la dosis leida con respecto
a la posicion radial que se considere del cilindro metalico. Asi, la region central corresponderda con las
dosis més bajas aumentando segtin nos desplazamos en direccidn radial hacia los extremos. Para obtener un
comportamiento conjunto para cualquier tiempo de exposicién se puede establecer diferentes criterios, sin
embargo, para el trabajo expuesto se desarrolla el comentado en las siguientes lineas.

En primer lugar, se generaliza un aumento de dosis igual a 5,57 mGy/s cada centimetro que nos desplazamos
en direccion radial hacia los extremos concluyendo que la dosis aumentard un 5 % respecto a la central
por cada cm que nos desplacemos hacia fuera. Posteriormente, la caracterizacion de la incertidumbre para
tiempos de exposicion altos, #.,, > 48 s, corresponde directamente con lo que se expone en la Tabla (4b)
mientras que para tiempos de exposicidn bajos dicha incertidumbre se obtiene teniendo en cuenta que el
resultado final sea compatible con las pendientes (e incertidumbres) obtenidas individualmente para cada
lateral determinando finalmente lo presentado en la Tabla (4c]).

4.2.4. Ecuacion de calibracion

Tras todo el estudio anterior se puede concluir una expresién matematica que describe la distribucién de
dosis que se da en el interior del cilindro metédlico que contiene las muestras a irradiar. Esta ecuacion es

D(tyr’texp) =y(Q+G-r)- (texp+t0), (11)

donde Q = 0,11228+0,00080 Gy/s es la tasa de irradiacién en la region central obtenida en el primer andlisis,
el factor de aumento de la dosis en funcion de la distancia radial viene dado por G = 5,6 +2,9 mGy/(cm - s)
parateyp, <485y G =5,57+0,72 mGy/(cm-s) para f., > 48 s, r es la distancia radial en centimetros, 7.,
el tiempo de exposicidn, en segundos, que indicamos al irradiador, y o = 2,64 + 0,40 s representa el tiempo

t
de transicién. Ademds, se ha afiadido el pardmetroy = ¢ ST que tiene en cuenta la caida de la actividad
de las fuentes de cesio, donde 77/, = 30,08 + 0,09 afios y ¢ corresponde con el tiempo transcurrido desde el
momento de la irradiacion de las peliculas radiocrémicas utilizadas para la calibracién y el momento en el
que se quiere determinar la dosis. La calibracién se llevé a cabo el 14 de noviembre de 2023 a las 12:30 p.m.
con una incertidumbre temporal de 20 minutos que corresponde con la duracién de irradiacién de todas las
radiocrémicas. Su respectiva incertidumbre viene determinada por

AD(t,7 toxp)? = [¥(texp +10)AQ]” + [yr (texp +10)AG]* + [¥(Q + G - 1) A1) +

2 2 (12)
2 - -

+ [YGtexp +10)Ar]* + [DIn2 Ty Ar| 4 [ DIn2 -1 - 7,307 5

La ecuacion anterior no tiene en cuenta la atenuacién debido a la regidn central de nuestro soporte ya que esa

caracteristica es debida a nuestra instrumentacién y no forma parte de la manera de irradiar del Gammacell.

Una manera que permite visualizar la distribucion de dosis que se da dentro del cilindro metélico, el mismo
dia que se hizo la calibracién y por tanto y = 1, corresponde con lo mostrado en la Figura (10). Esta
imagen representa como serfa la distribucién de dosis cuando al irradiador le programamos 48 segundos
ofreciéndonos una dosis central de 4,54 + 0,01 Gy. Como vemos, lo que realmente se irradiaria corresponderia
con una dosis minima de 5,67 + 0,29 Gy en la region central que irfa aumentando radialmente hasta una
dosis maxima de 6,80 + 0,32 Gy a los cuatro centimetros del centro. Las regiones representadas en rojo
corresponden con una altura inferior a cuatro centimetros y medio que no vienen caracterizadas por la
ecuacién por lo que no se tiene informacién precisa de la distribucidon de dosis en esa regién. En la Figura
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(T0a) se presenta la distribucion detallada de la dosis mientras que en la restante, Figura (TOD)), se representa

una visiéon geométrica de la dosis al mirar y analizar el cilindro metélico.

Dosis [Gy]
6.8 /—\
6.7
6.6

6.4

6.3
6.2
6.1
6.0
59
5.8
5.7

RN
0 OO -~

Altura [cm]
OO N

1 2 3 4
r[cm]

(a) Distribucion de dosis. (b) Representacion tridimensional.

Figura 10: Caracterizacion del campo de andlisis.

5. Factor de atenuacion de los tubos

Cuando se hace un estudio de irradiacion con cultivos celulares, las células deben estar en su medio de
cultivo correspondiente. Esto implica que la dosis que van a recibir se verd atenuada debido a la absorcion de
radiacién causada por el soporte en el que se encuentren, en nuestro caso hacemos uso de tubos de la marca
Eppendorf. De esta forma, para hacer ensayos bioldgicos es necesario tener en cuenta el factor de atenuacién
pues influird en las conclusiones finales. En este estudio las referencias en alturas vienen expresadas respecto

al origen de irradiacidn, no respecto a la base del soporte.

5.1. Protocolo

Para el disefio del soporte que permite analizar la absorcién de radiacién de los
tubos donde se incorporardn las células, se han tenido en cuenta las conclusiones
obtenidas en la seccién[5] De esta manera se establece que los tubos que contendran
las muestras a irradiar no se encuentren en la regién que no tenemos caracterizada.
Ademés, la parte superior del soporte estd disefiada de tal forma que permita la
colocacién de una RC que se use de control en cada irradiacion.

Aunque el soporte se utilice posteriormente para la irradiacion de células, la caracte-
rizacién del factor de atenuacién debido a los tubos utilizados se lleva a cabo a partir
de la lectura de dosis en RC EBT3, asimismo el montaje experimental llevado a cabo
corresponde con lo mostrado en la Figura (TT]). Del mismo modo, si observamos el
esquema se determina que las posiciones donde van las pequefias RC estdn enume-
radas de manera que posibilita una descripcidn precisa de la altura y posicion radial.
La posicion 2 se ubica en el centro de irradiacién pues el soporte tiene el tamafio

Figura 11: Montaje 2.

adecuado para entrar y centrarse en el cilindro metélico, @ = 79,60 + 0,01 mm y h = 165,58 + 0,01 mm.
Adicionalmente, el resto de tubos se encuentran a diferentes posiciones radiales de dos a dos. De igual
forma se debe anadir que a pesar de tener caracterizadas dos alturas no deberiamos encontrar diferencias
significativas en cuanto a la dosis leida tal y como habiamos concluido a partir de las homogeneidades del
estudiod.2.2] La informaci6n de la altura, distancia radial y enumeracion en el soporte queda resumida en

la Tabla (3).
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Posicion radial [cm]
0,001 + 0,001 0,995 + 0,001 1,991 + 0,001 2,981 + 0,001
8,785+ 0,001 2 - ly3 -
5,482 + 0,001 - 5y6 - 4vy7

Altura [cm]

Tabla 5: Altura, distancia radial y enumeracién de las posiciones de soporte.

Una vez impreso el soporte, el protocolo establecido consistié en la division de 14 fragmentos de radiocromi-
cas con dimensiones de 0,7 cm X 1,7 cm con un error de + 0,1 centimetros en cada lado consiguiendo
asi la incorporacion de estos segmentos en los tubos. De igual forma, se utilizaron dos RC de tamaio
(7,7 x 3,4) £ 0,1 cm, que seran las que se posicionen en la parte superior tal que permitan caracterizar
correctamente la dosis dada en las dos irradiaciones. Al igual que en el caso anterior las radiocromicas eran
virgenes logrando que no influyese su uso anterior. Posteriormente se llevaron a cabo dos irradiaciones, la
primera con un tiempo de exposicion de 48 s y la segunda de 96 s, donde, para cada irradiacion, se utilizaban
siete radiocrémicas pequeiias introducidas en los tubos y una pelicula ubicada en la superficie superior que
sirve de control de la dosis absorbida sin atenuacién. También se tenia una RC pequefia y otra RC grande
que no se irradiaron y que sirven de control. Destacar que una misma radiocromica es escaneada tres veces
utilizando el promedio de todas ellas y que la lectura se hizo tras haber pasado 3 dias desde la irradiacion.

5.2. Anadlisis y resultados

Una vez escaneadas las peliculas, se tiene informacién de la dosis de las 14 radiocrémicas que se encontraban
dentro de un tubo durante la irradiacién y de las dos que no se veian atenuadas. La mitad de las RC se irradiaron
con un tiempo de exposicion y la otra mitad con otro, tal y como se desarroll6 en el protocolo. De esta forma,
caracterizando la dosis y dosis/tiempo leida en funcién de la posicion de aquellas RC mdés pequenas se
consiguen las representaciones de la Figura (12)).

15.0 -+ RCs con texp =48 seg %’O " 1 RCs con texp =48 seg
_ - ™ 014 ~
6 125 ++ RCs con texp 96 seg -g- 012l ~+ RCs con texp =96 seg
‘» 10071 [} [} ] g : i
§ 75 80107 I i

507= : . ' § 0.08]

0 1 2 3 a 0 1 2 3
r[cm] r [cm]

Figura 12: Dosis y dosis/tiempo de las peliculas radiocrémicas introducidas en los tubos.

Analizando la figura que encontramos a la izquierda, se puede determinar que la dosis leida en funcién de
la distancia radial aumenta tal y como esperabamos. Ademas, a pesar de que en la pantalla del irradiador la
dosis central que nos ofrecia correspondia con 4,53 + 0,01 Gy para las representadas en rojo y 9,04 + 0,01
Gy para las azules, la dosis realmente leida es superior debido a los efectos ya estudiados.

Puesto que se busca caracterizar la atenuacién debido al uso de los tubos en nuestras muestras, debemos
generalizar el estudio a partir de la lectura de dosis/tiempo. Asi, obtenemos la representacion de la derecha
de la Figura (12)), donde todas las medidas de dosis/tiempo para una misma posicion radial son compatibles.
De este modo, se puede promediar la dosis/tiempo que define cada posicion radial obteniéndose que el
comportamiento descrito tiene una tendencia lineal. Adicionalmente, tras la lectura de las dos RC situadas en
la parte superior del soporte, las que no se veian atenuadas, se puede realizar un estudio de las mismas basado
en la caracterizacion de la dosis/tiempo y en la obtencién del promedio en altura en direccién horizontal.
El comportamiento que sigue también se define con una progresion lineal. Todos los resultados son los que
se observan en la Figura (T3)) y a partir de un ajuste lineal se consigue obtener los valores de la Tabla (6)) y
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Tala (7). Los coeficientes de correlacién lineal son R? = 0,922 y R? = 0,958 respectivamente confirmando la

bondad de ambos ajustes.

\ Sin atenuacion

m = Am [Gy/(s-cm)]
n = An [Gy/s]

0,00299 0,00051

0,1068

0,0022

H+ RC en el tubo

-+ RC sin el tubo

——Ajuste RC en el tubo
Ajuste RC sin el tubo

Tabla 6: RC sin atenuacion.

\ Con atenuacion

m = Am [Gy/(s-cm)]
n = An [Gy/s]

0,00277 0,00145

0,0964

0,0026

0.5

1.0 1.5 2.0
r [cm]

25

Tabla 7: RC con atenuacion. Figura 13: Dosis/tiempo y ajustes lineales.

A partir de los resultados la caracterizacion de la atenuacion de los tubos viene definida por la Ecuacion (8).
En este caso, el subindice at hace referencia a los las RC que se ubicaban dentro del tubo (la dosis se ve
atenuada) y el subindice sin at se refiere a las peliculas que se irradiaron fuera del tubo. Asi, se consigue

F+AF =0,903 £ 0,031 (13)

afirmando que los tubos dejan pasar el 90 % de la radiacién, es decir, absorben un 10 % de la misma.

6. Estudio celular

Para poder corroborar que la calibracién obtenida del irradiador tiene un efecto biolégico, dicha inhomo-
geneidad en la distribucién de dosis tiene que verse reflejada en estudios que conlleven la irradiacién de
muestras biolégicas en distintas posiciones del cilindro metélico. De esta manera, se ha llevado a cabo un
ensayo bioldgico con una linea celular de cdncer de mama humano, MDA-MB-231 (ATCC:CRM-HTB-26),
utilizada de manera recurrente en este tipo de estudios debido a su resistencia a la radiacion.

6.1. Protocolo

La linea celular empleada, MDA-MB-231, crecié en medio mitad DMEM (Dulbecco Modified Eagle Me-
dium)(4,5 g/L) y mitad F12 en relacién 1:1 suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 %, HEPES
20mM a pH 7,4 y antibidticos (penicilina, 12 u/gl; estreptomicina, 10 ug/ml) a 37°C, 5 % de CO, y atmésfe-
ra humificada. Una vez se alcanz6 una confluencia celular entre el 80 %-90 % las células se subcultivaron
mediante tratamiento con tripsina parando la accién de la tripsina con medio DMEM:F12 suplementados
con FBS al 10 %. El dia de la irradiacién corresponde con el dia que se tripsinizaron las células y, ademads, se
contd el nimero de las mismas usando una cdmara de Neubauer determinando el nimero de células totales
en el medio que contiene las células en suspension.

Para saber cuantas células formardn parte del estudio se debe considerar que se
llevan a cabo tres condiciones de irradiacion, f.x, = 0 s (control), o, = 48 s
Y texp = 96 s, para el cual las células a irradiarse deberdn colocarse en 7 tubos
diferentes tal y como se expresa en la Tabla (3]) observandose en la Figura (14). La
RC presente permite hacer un control de la dosis irradiada. Asi se puede corroborar si
el comportamiento obtenido es coherente con la distribucién de dosis caracterizada
del irradiador, Ecuacién (I1). Ademads, cabe destacar que se siembran densidades
celulares crecientes segtin aumenta el tiempo de exposicion (y por tanto la dosis)
fundamentado en que si se irradia con dosis mayores la supervivencia esperada es
menor que con dosis bajas.

Figura 14: Montaje 3.
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Seguidamente se consiguid la distribucion de las células, junto a su correspondiente medio, en 15 tubos
diferentes (1 de control, 7 para fy, =488y 7 paratey, = 96 s), con 1ml cada uno de ellos de tal modo que se
llevaron a cabo las irradiaciones con el Gammacell de la Facultad de Medicina de la UCM. Posteriormente,
las células irradiadas (de un mismo tubo) se suspendieron en 6ml que fueron homogéneamente distribuidos
en 3 pocillos diferentes de una misma Multiwell P6. Asi se tiene una estadistica por triplicado para cada
uno de los 15 tubos. En el paso de los tubo a los pocillos se debe cambiar el medio de cultivo eliminando
asi la contribucién de residuo téxico que pueda quedar tras haber estado expuesto a la radiacion ionizante
quedando finalmente 2 ml de crecimiento, DMEM:F12, en cada uno de los pocillos.

4 dias post-irradiacién

Sin irradiar texp =485 texp=96's Sinirradiar
7 dias post-irradiacién texp=48s
Sin irradiar texp=48s texp=96s . . . . . . .
1 2 3 4 5 6 7
o _ 12 dias post-irradiacion texp=96 s
Sin irradiar texp=48s texp=96 s
1 2 3 4 5 6 7
(a) Seguimiento celular. (b) Pocillo representativo de cada condicién y posicion.

Figura 15: Resultados celulares.

A partir de este momento se realiz6 un seguimiento de las células a lo largo de los 15 dias posteriores
que correspondia con ir observando en el microscopio el desarrollo y crecimiento de las colonias. Durante
el trascurso de la supervision se pudieron ver diferencias y cambios significativos entre los pocillos con
células irradiadas y las que no y diferencias entre las condiciones de diferente irradiacion, Figura (15d). En el
Anexo I se muestran todas las imagenes adquiridas a lo largo del seguimiento. Se debe destacar que durante
este seguimiento se fue sustituyendo el medio a los pocillos cada tres dias de tal forma que las células se
encontrasen en las condiciones 6ptimas de nutricién y pudieran seguir dividiéndose.

Finalmente se fijaron quimicamente todas las células con el objetivo de mantener la estructura que tienen en
estado vivo y asi realizar el andlisis estadistico de las colonias formadas. Para la fijacion se procedi6 retirando
el medio, lavando los pocillos dos veces con un tampén fosfato salino (PBS) y posteriormente se afiadi6 la
solucion fijadora que contiene 0,2 % etanol y 0,5 % Cristal violeta. Tras esperar 20 minutos se lava con agua
cada pocillo con el fin de tener las Multiwells en las condiciones 6ptimas para llevar a cabo el contaje de las
colonias. Para cada condicién considerada, uno de los tres pocillos de cada posicién corresponde con lo que
se observa en la Figura (I5D). En el Anexo II se encuentran las imdgenes de todos los pocillos.

6.2. Anadlisis y resultados

Teniendo en cuenta lo observado en el seguimiento celular, Figura (T3a)), y los resultados obtenidos tras la
fijacion de las células, Figura (I5b), es posible contar el nimero de colonias formadas para la irradiacién de
48 segundos. Sin embargo, para la irradiacion de 96 segundos las imdgenes observadas en el microscopio,
Figura (15d), permiten determinar que tras la irradiacion con ese tiempo de exposicion las células entran en
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estado de senescencia y no forman colonias. Las células senescentes son células que han perdido su capacidad
proliferativa, [[13]], y corresponde con un tipo de respuesta de las células tumorales ante la radiacién, [14],
interpretdndose asi como células muertas tal y como se coment6 en la introduccién del trabajo. Por ello se
realiza un andlisis separado para cada condicidn; supervivencia y senescencia mediante superficie celular.

6.2.1. Ensayo de supervivencia

Para realizar el estudio de supervivencia propiamente dicho y analizar si las diferencias de dosis debido a su
posicion se ven reflejadas en el ensayo con las células de la linea MDA-MB-231, se contaron las colonias
formadas tras la irradiacion de cada tubo y posterior siembra en los tres pocillos. Al dividirse la misma
muestra (un tubo) en tres pocillos permite tener un estudio por triplicado que puede entenderse como una
réplica técnica de tal forma que se tiene una estadistica mayor para realizar el andlisis. Se debe considerar
también que al tener dos tubos Eppendorfs para una misma distancia radial (excepto para la posicién central)
se tiene una mayor estadistica para un mismo valor de r. Asi, se contaron tanto los tres pocillos del control
como los tres pocillos de las siete posiciones diferentes para t.x, = 48 s. De esta forma, se puede completar
la Tabla (8) donde vienen expuestos los valores de supervivencia de cada posicién normalizado respecto al
control, la dosis para cada distancia radial partiendo de la ecuacién del irradiador obtenida en este trabajo,
Ecuacién (1)), y considerando la atenuacién de la dosis debida a los tubos, resultado (T3).

r [cm] 0,001 £ 0,001 | 0,995 + 0,001 | 1,991 + 0,001 | 2,981 + 0,001
D [Gy] 5,06 £ 0,26 5,31 £0,26 5,56 £ 0,27 5,81 £0,28
FS medida || 0,856 +0,098 | 0,823 + 0,081 | 0,76 £ 0,11 | 0,724 + 0,058

Tabla 8: Dosis y supervivencia normalizada para las cuatro posiciones radiales estudiadas.

Analizando directamente los resultados de la Tabla (8)) se puede establecer que las inhomogeneidades en
la distribucion de dosis proporcionada por el irradiador se ven reflejadas directamente en la supervivencia
celular. Teniendo en cuenta las posiciones de nuestro soporte, la variacién maxima de dosis que encontramos
es del 15% y corresponde con una variacion de la supervivencia medida del 15 %. De igual forma, si
analizamos la regién central (0,001 + 0,001 cm) respecto a la siguiente mas proxima (0,995 + 0,001 cm), se
tiene una diferencia de 0,9940 + 0,0014 cm que se ve reflejado en una variacion de dosis del 5 % y desviacién
de la supervivencia del 3,9 %. De esta manera se puede afirmar que existe una influencia directa entre la
posicion en la que se colocan las muestras y la respuesta bioldgica a la dosis recibida.

MDA-MB-231
11— FS(D(r))
@ 1€ @© 1 Numero de clones normalizado

[N Q5
T 2 09 52 10
5 % 0.8 5 g 0.9 A
Q 2 Q
g g 07 g g 08f
[ 8 0.6 L 5 0.7

0.6

0 2 4 6 0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0
Dosis [Gy] r[cm]
(a) FS en funcién de la dosis. (b) FS en funcién de la distancia radial.

Figura 16: Supervivencia frente a la dosis y la posicién radial.

A partir de los resultados se pueden hacer diferentes estudios. En primer lugar, en la Figura (16a) se representa
la fraccién de supervivencia en funcién de la dosis recibida pudiendo establecer una gréfica que describa
los resultados correspondientes al modelo LQ, Ecuacién (I)). Para la obtencién de esta representacion se
parte del pardmetro S caracteristico del modelo tomado de la referencia [1], y a partir de un proceso de
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bootstrapping se obtienen los valores experimentales de este trabajo tanto de @ = 0,034 + 0,032 1/Gy como
B = 0,0055 + 0,0037 1/Gy?. Se puede comentar de estos valores que, a parte de la baja precisién de los
mismos, el pardmetro @ no es compatible con el de referencia aunque mientras que 8 si que lo es. Esto se
debe principalmente a que el método llevado a cabo consiste en un ajuste muy degenerado y al tener los
puntos representativos muy proximos entre si en dosis, el ajuste no es preciso y por tanto la incertidumbre
de los pardmetros @ y S es elevada.

Adicionalmente, a partir de los resultados expuestos en la

SF Tabla (8], teniendo en cuenta los valores de @ y 3 obteni-

1 0.8 dos y considerando la Ecuacion (T)) se establece la Figura
08 0.79 con la que se consiguen las mismas conclusiones
0.6 que las comentadas. Esto es, la diferente localizacion de

L 061 0.78 " P :

& la muestras dentro del cilindro metalico influye directa-
04 0.77 mente en la fraccion de supervivencia de las células que
0.2 0.76 es debido, a su vez, a la diferencia de dosis. La represen-

ol 0.75 tacion tridimensional de la curva de supervivencia dentro
5 del cilindro metélico en el que se introducen las células
5 . . . . .
[cm] [cm] se puede v1suahzar. en Figura @]) permmend.o .fintender
mejor la FS obtenida dependiendo de la posicién en la
Figura 17: Fraccion de Supervivencia 3D. que se encuentre la muestra que se irradia.

6.2.2. Cuantificacion de la superficie celular

Para el caso de irradiacion con 7.y, = 96 s no se ha llevado a cabo el estudio caracterizado por el contaje de
clones celulares pues no se consigue diferenciar en los pocillos correspondientes, Figura (16a), las células
senescentes de las posibles colonias. Asi, se puede establecer que para la linea celular tratada esta elevada
exposicion conlleva a inhibir la capacidad proliferativa ya sea por la muerte directa o por la evoluciéon de la
célula a un estado de senescencia [13]].

Con todo ello, se ha desarrollado un estudio basado en la cuantificacién de la superficie ocupada por las
células (que en principio se consideran senescentes) dentro de cada pocillo. Esta decision se fundamenta en
entender que cuando la dosis de irradiacion no es letal pero si lo suficientemente alta como para producir
un dafio masivo, la célula entra en estado de senescencia [14]. Asi, los tubos que reciben dosis mayores
resultan en un mayor nimero de muertes celulares de manera directa. Esto hace que al cambiar el medio
desde la irradiacion a la incorporacion de las células a los pocillos, no sean capaces las células de fijarse ni
desarrollarse como célula viva ni senescente. Por el contrario, en los tubos con menor dosis habrd menos
dafio letal, y por tanto habra mas células que sean capaces de fijarse pero que se desarrollaran como células
senescentes debido la elevada dosis recibida.

Cuantificando la superficie ocupada por las células senescentes de los pocillos, regiones violetas de la Figura
(I5b)), para cada una de las posiciones se tienen los resultados mostrados en la Tabla (9).

r{em] | 0,001 £ 0,001 | 0,995 + 0,001 | 1,991 + 0,001 | 2,981 + 0,001
Posicién 2 5 6 1 3 4 7
S[%] | 345+050 |292+047 285+074|3,67+098 275+031|234£063 1,600,724

Tabla 9: Superficie celular para cada posicién.
Tras lo obtenido se comprueba que la posicidn 1, correspondiente con la tercera distancia radial, muestra

un resultado elevado respecto al seguido por el resto de posiciones ya que representa la mayor superficie
ocupada. Aun asi se trata de un resultado compatible con la otra medida para la misma ubicacién radial,
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posicién 3. De igual forma, a partir de los resultados de la Tabla (9) se estable la Figura (I8) donde no se
muestran los resultados de manera individual sino la media ponderada para cada posicién radial.

Como no existe una relacioén directa entre la dosis y

el nimero de células que evolucionan a un estado de 4:

senescencia, establecer una ecuacién que relacione la } Posiciones
superficie celular ocupada por las células senescen- _ 3t } rjglfs
tes con respecto a la posicion radial o dosis no es = %:
totalmente correcto. Sin embargo, estudiando los re- « 2t r2
sultados ponderados para cada posicidn radial, Figura 1 ;Frj
(T8), existe una tendencia fundamentada en la dismi- 1

nucién de la superficie. Asi, se puede establecer que 0 0.995 1‘?3;1] 2.981

se obtiene una menor drea ocupada por las células se-
nescentes segun se toman posiciones radiales mayores Figura 18: Superficie celular.
y por tanto dosis de irradiacion superiores.

Este resultado es coherente con la suposicién inicial ya que a distancias radiales mayores, la dosis de
irradiacidon es superior resultando en una mayor proporcién de dafio letal. Esto conlleva a una menor
cantidad de células que pueden evolucionar a un estado de senescencia pues no son capaces de fijarse tras el
cambio de medio después de la irradiacion.

7. Conclusiones

Una vez explicados los tres experimentos llevados a cabo y analizado los resultados adquiridos, es necesario
hacer una recapitulacién de las conclusiones obtenidas. Asimismo, se puede realizar un anélisis critico que
establezca las limitaciones que se han tenido proponiendo mejoras para la continuacién del trabajo.

Tras la explicacion inicial del Gammacell® 1000 Elite se consigue determinar la existencia de inhomogenei-
dades en la distribucion de la dosis dentro del cilindro metalico en el que se irradian las muestras. Esta falta
de uniformidad se debe a que el centro del cilindro metélico estd mds lejos de las fuentes que los extremos.
También, el posicionamiento de las fuentes proporciona una distribucion desigual de la dosis en direccion
vertical, y para tiempos de exposicién reducidos el propio cilindro no completa una vuelta sobre su eje
proporcionando dosis diferentes atin para distancias radiales iguales. Ademas, la dosis proporcionada por
el irradiador parte de una calibracién en agua y la mayoria de muestras se irradian en aire. Afiadir también
que existe un tiempo de irradiacién debido al movimiento de traslacion del propio cilindro desde la posicién
de carga hasta el enfrentamiento del mismo con las fuentes (y durante el regreso). De esta forma, a partir
del andlisis de la Caracterizacion del irradiador (seccién ), se ha obtenido una ecuacién que describe la
distribucidn de dosis dentro del cilindro en el que se posicionan las muestras que van a ser irradiadas.

En un primer lugar, con el estudio Andalisis vertical de la seccién se establece que por debajo de los
4,50 + 0,17 cm respecto a la base del cilindro existe una inhomogenidad de la tasa de dosis que alcanza el
7 % y que corresponde con una diferencia maxima de la tasa de 2,721 + 0,015 cGy/s o lo que es lo mismo,
la diferencia de tasa de dosis entre la base y esa altura critica es del 22,5 %. Sin embargo, por encima de
esta altura la homogeneidad es superior al 98 % estableciendo que la regién a caracterizar por la ecuacién
considere la parte superior a los 4,50 = 0,17 cm.

La determinacién de la expresién empieza por considerar el factor y = e lnzﬁ/2 que describe la caida de
la actividad de las fuentes desde el dia de la caracterizacion, 14/11/2023 a las 12:30 p.m., hasta el dia en
el que se desea determinar la dosis. El resto de pardmetros se han obtenido a partir de diferentes andlisis
desarrollados, seccién ] que se divide en varios subapartados. Asi, la expresion final corresponde con
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Parametros

—In27
Yy=e 1/2
0 =0,11228 + 0,00080 Gy/s
Dtyr’t = Q+Gr t + 1
(rtesp) =70 ) lexp +10) G- 5,629 ICHTGZ paratey, < 48s

557 £0,72 2% parar,y, > 48's
fo = 2,64+ 0,405

Con el anélisis Curva de dosis en funcion del tiempo se consigue la caracterizacion de la tasa del irradiador en
laregién central Q, con un error relativo del 1 %. También se obtiene el tiempo de transicion fg estableciendo
que durante el 11 % del tiempo de giro del rotor se produce irradiacion de las muestras sin que el propio
cilindro esté enfrentado con las fuentes. M4s alld del objetivo principal, se hace un anélisis de la influencia
del soporte utilizado estableciendo que el mismo atenda un 10 % la radiacion que llega a las muestras en la
regién central.

La expresién también viene descrita por el pardmetro G, obtenido en la seccién 4.2.3] y representa el
gradiente de dosis en direccién radial. Para tiempos de exposicion reducidos la rotacién del propio cilindro
sobre su eje puede no completar una vuelta resultando en una inhomogeneidad afiadida. De esta forma, se ha
caracterizado un valor de G para aquellas irradiaciones con tiempo de exposicion lo suficientemente elevado
como para que se realice al menos una vuelta completa (r > 48 s) y otro valor para cuando no se da esta
condicién (¢ < 48 s). Asi, se determina que, en aspectos generales, se tiene una variacion de la dosis del
5 % por cada centimetro que nos desplazamos en direccidn radial, siendo mayor la dosis en los extremos
respecto al centro. Adicionalmente es necesario destacar que ¢ representa el tiempo desde la caracterizacién
de la ecuacidn hasta la utilizacién de la misma, r es la distancia radial (respecto al centro del cilindro) que
se considera y 7., corresponde con el tiempo de exposicion que se introduce en la pantalla del irradiador.

De acorde a este primer experimento, se debe tener en cuenta que la ecuacién obtenida describe una regién
limitada entre una altura de 4,50 + 0,17 cm y 11,00 + 0,17 cm. La regién superior a los once centimetros
no se tiene caracterizada debido al tamafio de las radiocrémicas utilizadas. Sin embargo, es de esperar que
hasta los 14,5 + 0,1 cm la ecuacién siga proporcionando una buena descripcion de la dosis mientras que
para alturas superiores no sea una buena representacion de la misma debido a lo observado en las curvas de
isodosis de la Figura (3)). Asi, este proyecto podria ampliarse realizdndose un estudio detallado de la parte
inferior y superior del cilindro permitiendo la caracterizacion total de la distribucién de dosis.

En la seccién [5] se expone el segundo de los proyectos, Factor de atenuacién de los tubos. Este desarrollo
sirve de nexo entre el primer y tercer experimento ya que permite obtener que los tubos utilizados en la
irradiacién celular absorben un 10 % de la radiacion. Esto se debe a que el factor que dejan pasar de la misma
es F =0,903 + 0,031. De esta manera se tiene caracterizada la influencia de los tubos en la radiacién y se
puede cuantificar la dosis que absorben de manera efectiva las células del estudio celular realizado.

El dltimo de los experimentos se explica en la seccién [6] Estudio celular. Permite, a partir de la linea
celular de cancer de mama humano MDA-MB-231 (ATCC:CRM-HTB-26), la validacion de la ecuacion de
la distribucién de dosis en el interior del cilindro metdlico. Con el Ensayo de supervivencia, seccién[6.2.1] se
obtiene que la dependencia de la dosis con la posicion radial influye directamente en la supervivencia celular.
Asf, a partir de un tnico tiempo de exposicion, ¢ = 48 s, se consiguen los pardmetros @ = 0,034 + 0,032 1/Gy
y B =0,0055 + 0,0037 1/Gy?, este tltimo compatible con los resultados de la bibliograffa, [[1]. Esto permite
afirmar que la ecuacién obtenida representa la situacion de irradiaciéon dentro del cilindro y permite la
determinacion de los pardmetros a y S caracteristicos del modelo. Para la mejora de este proyecto se podria

19



considerar, al menos, otro tiempo de exposicién. De esta forma se tendria una mayor estadistica de la
supervivencia y por tanto, el desarrollo para la obtencién de @ y 8 no seria tan degenerado pudiendo obtener
resultados compatibles con los de la bibliografia en ambos casos.

Con el ultimo estudio desarrollado en la seccién Cuantificacion de la superficie celular, se concluye,
a partir de un tiempo de exposicion 7., que la diferencia de dosis dentro del cilindro influye directamente
en el dafio celular causado. Por ello, en las regiones centrales donde la dosis es mds baja, el dafio causado es
menor permitiendo que las células evolucionen a un estado de senescencia. Por el contrario, en las regiones
mads externas la dosis es mayor de tal forma que se produce mayor dafo letal evitando que las células sean
capaces de fijase tras el cambio de medio después de la irradiacién y que se desarrollen como células
senescentes. Como futuro estudio se podria plantear un andlisis al microscopio mds detallado de lo que
representa una célula senescente o un clon dentro de los pocillos, pudiendo establecer una relacién entre la
dosis (que depende de la posicidn) y la muerte directa, o incluso con la pérdida de la capacidad proliferativa.

Con todo lo expuesto se puede concluir que la distribucién de dosis del Gammacell® 1000 Elite puede ser
descrita por la ecuacién analitica obtenida consiguiendo mejorar la precision en el conocimiento de la dosis.
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