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Prologo

En la actualidad el acceso a la informacién se ha vuelto inédito e instantaneo. Por lo tanto,
lejos de pretender construir mediante estas paginas una obra referencial o de cefiirse a la vora-
gine del conocimiento, este libro refleja el encuentro de un grupo de colegas y amigos que com-
partimos e intercambiamos puntos de vista sobre temas que nos apasionan, interesan o intrigan.
De tal modo ha sido concebido, considerando la experticia, autoridad o apego de cada uno de
nosotros, en relacion a un tépico afin.

Teniendo en cuenta que la Radiobiologia como un todo, comprende un terreno vasto y suma-
mente interesante, esperamos despertar en quienes nos acompanien, el genuino deseo de com-
prender los singulares fendmenos que se desatan luego de la exposicion de la materia viva a las
radiaciones ionizantes. En tal sentido pensamos este espacio, como punto de partida o dispara-
dor de las inquietudes profundas que nos ponen cara a cara con el verdadero conocimiento de
un suceso, de un efecto o de la realidad. Esperamos que los conceptos o ideas aqui vertidas,
sean el rayo que arroje resplandor sobre esta area del saber.

Asimismo algunas anécdotas rescatadas y atesoradas en la obra de la escritora espanola
Rosa Montero La insoportable idea de no volver a verte, sobre la vida de Marie Curie, nos han
ayudado a reflexionar sobre un escenario “aulico” mas amplio, mediante este personaje ilustre,
donde se yuxtapone lo cientifico con lo académico, lo aulico con lo mundano y lo profesional con
lo personal. Pensamos que hay historias de vida que nos acercan a nuestra propia realidad. A
como asiduamente nos debemos enfrentar al esfuerzo sostenido para alcanzar la meta, o abrir-
nos paso ante valores sociales que no siempre estan en la misma escala que los nuestros.

Asi, concebimos a nuestra catedra de una manera mas ambiciosa que un simple ambiente
aulico, exponiendo leyendas de referentes no con el deseo de imitarlos, sino recapacitando sobre
los valores que destacan en la practica profesional. Principalmente el libro esta dirigido a estu-
diantes avanzados de la Licenciatura en Fisica Médica, en quienes la voluntad, tesén, obsesion,
esfuerzo y perseverancia de madame Curie, podrian verse reflejados. Al igual que ella, muchas
veces ponemos en duda nuestra valia o genuina vocacién, cuando el entorno cercano o la so-
ciedad nos hacen dudar de ello. Si bien la humanidad “muta” y evoluciona, son los valores y

miserias humanas indemnes, la fuerza modeladora que nos define personal y profesionalmente.

Alba M Glierci
Marzo 2022
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Prefacio

Como Fisicos Médicos es elemental poder comprender los mecanismos del cuerpo humano
y como pueden ser modificados por diversos factores. Entre ellos, la radiacién ionizante. Este
agente es protagonico tanto para el diagnéstico como tratamiento de diversas patologias.

La Radiobiologia es una ciencia en expansion con extensas contribuciones de multiples
disciplinas como la Fisica, Quimica, Biologia y Medicina, entre otras. Uno de sus aspectos mas
relevantes, es la comprensiéon de los mecanismos bioldgicos que ocurren cuando la radiaciéon
interacciona con la materia viva y que segun el contexto abarcan desde el nivel clinico al celular
y molecular. Ademas, nos permite entender de manera cardinal, la planificacion personalizada
en radioterapia, la proteccion radioldgica y las diferencias en la sensibilidad a la radiacion entre
los pacientes.

Segun lo expuesto, entiendo esencial un abordaje inicial simple de los conceptos claves, para
poder percibir mejor el avance progresivo y complejo del conocimiento, en este campo de la
ciencia. Esto requiere, entre otros aspectos, contar con material bibliografico no sélo especifico
sino también accesible, que acerque al estudiante o lector a la resolucion de sus inquietudes. Si
bien la tecnologia ha facilitado el acceso a literatura muy versatil y especializada, particularmente
en esta area, considero fundamental una guia de contenidos basicos, para poder aprovechar esa
bibliografia especifica de manera mas eficaz. Por otro lado, es notable el escaso material
bibliografico sobre las bases de la Radiobiologia en Fisica Médica y en particular, que nos ayude
como estudiantes a construir el marco conceptual pertinente. El mismo es necesario, no solo
para profundizar en ciertos contenidos, sino también para aplicar los conceptos adquiridos tanto
profesional como académicamente.

Es por ello, que felicito y agradezco a las autoras. Por su dedicacién, entrega y esfuerzo, al
haber tomado esta iniciativa pionera en el tema de la Radiobiologia, campo que seguramente
continuaremos enriqueciendo dia a dia. Finalmente, citando a Sécrates: "Conocer algo es haber
logrado las respuestas al qué, cuando, como, y por qué de ese algo”. Los invito a compartir
inquietudes, certezas, y respuestas del cuando, como y por qué de la Radiobiologia. ¢Estan

preparados?

Venecia Magali Calandrén
La Plata, marzo de 2022
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Introduccion
Alba Giierci

Figura 1. Mutaciones.
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Nota. Exposicién Mutaciones, Palacio de Cristal, Museo Nacional Centro de Arte Reina Sofia, Madrid 2004. Javier Pérez,
CC BY-SA 3.0, via Wikimedia Commons

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 9



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

De manera clara los Principios de la Radiobiologia, comprenden a los de la Biologia moderna,
e incluyen no solo a la Evolucion, sino también otros tres principios basicos bien establecidos,
que no necesitan ser referidos; no obstante, es necesario tenerlos presente, dado que surgen de
manera tacita y central en la universalidad de los fendmenos biologicos. El primero de ellos alude
a que todos los organismos estan formados por células. Este concepto es clave, en tanto enfatiza
la uniformidad de los sistemas vivientes. El segundo principio indica que todos los organismos
responden a las leyes de la Fisica y de la Quimica y constituye el eje medular de la biologia
contemporanea. Y de este estamento surge el ultimo principio, que hace referencia a que todos
los organismos requieren energia y consolida con originalidad las leyes de la termodinamica. Se
entiende asi, que mas alla que todos los seres vivos estan formados por los mismos atomos y
moléculas que el mundo inanimado, son mucho mas que eso; ostentan un orden y organizacion
particular, que se extiende en niveles de complejidad creciente. Del mismo modo que las propie-
dades de una molécula obedecen a la clase y disposicion de sus atomos, las caracteristicas de
una célula dependen del tipo y organizacion de sus moléculas y las propiedades de una asocia-
cion multicelular de la interaccion de sus diferentes células. De esta manera, concebimos que la
presentacion de la Radiobiologia como sector particular de la realidad, deba referir inevitable-
mente a los distintos niveles de accién de la radiacién ionizante (RI), en relacién con la escala
de organizacion bioldgica. Si bien la célula representa la unidad vital, desde el punto de vista
fisico-quimico es una entidad multiple compuesta por 10°%-10'° moléculas en movimiento activo.
La absorcion de energia por ella, es el primer paso de una serie de acontecimientos que provocan
cambios morfolégicos y funcionales. Comienza siendo un proceso fisico, con ionizaciones y ex-
citaciones atémicas, desplegando luego aspectos quimicos, bioquimicos, citolégicos, histologi-
cos y organicos, donde en cada nivel, la energia absorbida se traduce en distintas manifestacio-
nes dentro del sistema biolégico.

De acuerdo con lo expuesto, la interaccion inicial de las Rl con la materia viva a nivel de los
electrones, sucede en el orden de nano a attosegundos (Etapa Fisica). Estos cambios atémi-
cos dan soporte a modificaciones moleculares, en segundos a horas posteriores (Etapa Qui-
mica). Estas alteraciones moleculares pueden devenir en cambios celulares que persisten ho-
ras, décadas y hasta generaciones (Etapa Bioldgica). Es decir, las transformaciones iniciadas

por pares ionicos, pueden afectar puntos sensibles que las hagan aumentar en importancia,
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segun su funcidn bioldgica. Si estos blancos son los genes, la trascendencia derivara en efec-
tos hereditarios y/o carcinogénicos, en tanto que si la afeccion compromete a enzimas o pro-
teinas, pueden ocurrir trastornos fisioldgicos. El conjunto de estos efectos constituye la accion
de la Rl a nivel celular y dado que los individuos estan constituidos por células interconectadas,
la yuxtaposicion e interaccion de los efectos celulares dara lugar a la accion de la radiacion a
nivel del individuo. Finalmente, sobre la variabilidad genética de los organismos, actuaran las
fuerzas de seleccion (natural o artificial), dando la respuesta que determina la acciéon de la Rl
a nivel poblacional (Figura 2).

Figura 2. Niveles de Accion de la Radiacién lonizante.
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La Fisica de la vida

Para quienes observamos la naturaleza, desde su origen la vida no ha dejado de ser asom-
brosa. Antes de su existencia en nuestro planeta, la energia libre procedente del sol se disipaba
como calor e irradiaba al espacio. A la sazén, mediante una serie articulada de hechos fortuitos,
fueron surgiendo los sistemas vivos desde niveles simples de organizacion hacia una progre-
sién constante de complejidad, atrapando y canalizando esa energia libre para conservar y
aumentar su orden (Segunda Ley de la Termodinamica). El proceso evolutivo modeld, aun en
volumenes infimos, un grado de organizacion sublime expresado magnificamente en toda la
dimensién de la vida.

Los apasionados de la Biologia, sabemos bien que los organismos se distinguen de manera
categorica de cualquier otra porcion de materia que pueda ser abordada en nuestro mundo coti-
diano. Por ejemplo, el cristal peridédico en el que se organiza nuestro ADN, lejos de ser una
tediosa repeticion de mondmeros, constituye un disefo elaborado y lleno de sentido. Las biomo-
Iéculas excepcionalmente grandes de un organismo y los procesos que experimentan, deben su
precision a la cooperacion de un numero elevado de atomos. De esta manera, un gen que invo-
lucra algunos miles de atomos, desarrolla una actividad regular y ordenada con una durabilidad
que raya el milagro. Asi, la permanencia de las caracteristicas a través de las generaciones,
resiste durante largos periodos de tiempo a la influencia perturbadora del movimiento térmico
individual de cada uno de sus atomos.

Los conceptos entrelazados de la Teoria Cuantica y la Teoria de la Mutacion, proponen que
los umbrales de energia que separan una configuracion atémica existente de otra posible (mu-
tacién) son altos e implican un salto cuantico. Esto hace que estos cambios sean poco frecuen-
tes y compatibles con la evolucion; si fueran habituales los individuos adaptados perecerian.
La estabilidad que resulta de la alta permanencia de los genes es esencial para la continuidad
de la vida. No obstante, en términos radiobioldgicos, el nivel de mutaciones inducidas sera
proporcional a la dosis de radiacion y dependera de la densidad de ionizacién. La energia
necesaria para lograr el salto cuantico sera aportada por el proceso de ionizacién atémica y en
muchos casos, mas que una mera transicion en la configuracion atémica, puede generar una
lesién a nivel cromosdémico.

Entendemos asi que la vida parece ser el comportamiento de la materia, no asentado exclu-
sivamente en la tendencia de pasar del desorden al orden, sino mas bien, en el mantenimiento
de un orden existente preestablecido. Como advertimos, el bajo estado de desorganizacién de
la materia viva se conserva por un aporte constante de energia libre, que si se suspende da paso
a la muerte (estado de mayor desorganizacion). Este 1abil sistema representa un estado estacio-
nario y no un equilibrio (energia libre baja/desorden extremo). De este modo, el almacenamiento
y expresion de la informacién genética tienen un costo energético, sin el cual las estructuras que
atesoran esa informacién estarian perturbadas y sin sentido. Los organismos nunca estan en

equilibrio con su entorno; sus moléculas difieren en cuanto a caracteristicas y concentracion de
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las del medio que los rodea y se sintetizan y degradan continuamente mediante un flujo constante
de masa y energia, constituyendo la maxima expresioén de un estado estacionario dinamico.
Como conclusién de estos parrafos, se podria inferir que mas alla de las leyes que gobiernan

el universo, la I6gica molecular de la vida es insuperable.
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CAPITULO 1
Semblanzas ilustres de la Radiobiologia
Alba Giierci

Una mente sagaz y voluntad férrea: Marie Curie

T e

Todos aquellos que hemos realizado travesias en el area de la Fisica Médica o la Radioterapia
(entre ofras), en algin momento, sino muchos, nos hemos encontrado con Madame Curie. Su nom-
bre representa el ideal de la ciencia tanto por sus dos premios Nobel, como por la desafiante mirada
que esconde su mente inquieta y brillante. Si bien diversas biografias han relatado su vida, la escritora
y periodista espafiola Rosa Montero destaca su perfil mas humano, fuertemente emocional pero me-
nos conocido, en su libro La ridicula idea de no volver a verte, narrando desde el recuerdo comun de
las pérdidas afectivas o historias que marcan la vida, situaciones que permiten acercarnos a este
personaje emblematico de la ciencia. La expresién siempre dura de su rostro, invita a percibir el tem-
ple de una mujer fuerte y decidida a luchar por sus propios deseos, enfrentando a todo: la sociedad

machista y estereotipada de su época y a una vida dificil desde siempre.

Figura 1.1

Nota. Izquierda: Marie Curie, 1898 (Dominio publico). Derecha: “Lo que predomina
en su retrato es un entrecejo voluntarioso, una frente embestidora, una boca apretada
del esfuerzo” (Rosa Montero. La ridicula idea de no volver a verte. 2014).
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Manya Salomea Skiodowska (1867-1934), fue la quinta hija de un matrimonio culto e inteli-
gente. Su madre era directora de una prestigiosa escuela y su padre profesor de Fisica y Qui-
mica. A los once anos perdié a su progenitora quien al enfermar de tuberculosis pudo tener poco
contacto con sus hijos. Previamente habia perdido a su hermana mayor Zofia, por tifus. A pesar
de estos duros trances fue una alumna destacada; luego de terminar con medalla de oro el nivel
secundario de educacion, estudiaba por las noches para continuar su formacién en el extranjero.
Estaba dispuesta a hacer lo necesario para alcanzar sus objetivos, en medio de una Polonia
ocupada, donde las mujeres no podian ir a la Universidad. La falta de recursos y opciones la
impulsaron a incursionar como institutriz, sumando una nueva penuria al enamorarse del hijo
mayor de la familia para la cual trabajaba, quien estaba estudiando matematicas en Varsovia. El
romance fue severamente condenado, derivando en la humillacién y profunda desdicha de Marie.
Por otra parte, durante la represion rusa adoptdé una posicion ideolégica nacionalista. Organizé
una escuela clandestina para ensefar a leer y escribir polaco a los campesinos y ayudé a los
obreros. En cuanto a sus ideas mas profundas, fue partidaria del positivismo de Comte y se
apartd de la religidon concibiendo a la ciencia como unico método para conocer la realidad. Defi-
nitivamente llegé a Francia (1891) y cambié su nombre (Manya) dando el giro que deseaba a su
vida. Comenz0 sus estudios de Fisica en la Sorbona, donde transcurrieron cuatro afios de nece-
sidades y frio, pero que siempre los recordd como una época feliz. Sin sorpresa, la dama se
licencié, siendo el primer promedio de su promocion y obsesiva perfeccionista, continué con la
Licenciatura en Matematicas.

En 1894 un amigo en comun le presenté a Pierre Curie, quien a los 35 afios aun no se habia
doctorado y vivia con sus padres. Ella fue su anclaje a la realidad. El amor a la ciencia los unio,
pues como dice Rosa Montero “ambos eran unos frikis”. Como tal, si bien ella era extravagante
para su época, él también era singular. Al afio siguiente, cuando se casaron, con el dinero que
les habian regalado por la boda compraron dos bicicletas y salieron de luna de miel a recorrer
Francia. Tuvieron dos hijas, Irene (1897) y Eve (1904) y compartieron muchas vivencias hasta la

muerte de Pierre, sobre todo la pasion por la investigacion cientifica:

En aquel miserable hangar pasamos los afios mas felices de nuestra vida, con-
sagrados por completo al trabajo (...) Sumida en la quietud de la atmésfera de
investigacion, sentia una dicha infinita, y me exaltaba con los progresos que
permitian abrigar la esperanza de lograr mejores resultados atn (...) Recuerdo
la felicidad de los ratos dedicados a discutir sobre el trabajo, mientras recorria-
mos el hangar de un extremo a otro. Uno de nuestros grandes deleites era
acudir al laboratorio de noche; por todas partes resplandecian las tenues silue-
tas iluminadas de los tubos y las capsulas que contenian nuestros productos.
Era una vision muy hermosa que nunca dejaba de asombrarnos. Los tubos
brillantes parecian pélidas luces feéricas. (Diario de Marie Curie. Rosa Mon-

tero. La ridicula idea de no volver a verte. 2014).
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Figura 1.2

Nota. Hangar en el que se realizaba el tratamiento quimico del mineral y la concentracién del radio
(Dominio publico)

Por aquellos afios, en 1895 el aleman Wilhelm Rdentgen habia descubierto accidentalmente
los rayos X. El hallazgo habia causado sensacion y la primera radiografia de la mano de su mujer
dio la vuelta al mundo. Los rayos embelesaban a la poblacién. Esto motivo a Henri Becquerel a
investigar si habia una fluorescencia natural semejante a esos rayos (artificiales) y por casualidad
descubrié el Uranio. Esta emision de rayos que no se podian ver, fue el tema que atrajo a Marie
Curie para su doctorado. El aire préximo a esta emision tenia la propiedad de conducir electrici-
dad. Su talento la indujo a medir la conductividad del aire para estudiar el fenémeno, valiéndose
de un electrometro creado por su esposo. A medida que avanzaba la investigacion, se iba po-
niendo compleja e interesante, y entonces Pierre se sumé a su esposa dejando a un lado sus
propios proyectos. Descubrieron que la pecblenda aumentaba la conductividad del aire mas que
el uranio extraido de ella, lo cual sugeria la existencia de algun otro elemento mas radioactivo.
Debieron procesar mas de diez toneladas del mineral, durante tres extenuantes afos, para ob-
tener una décima de gramo de cloruro de uranio y finalmente extraer el radio, sustancia infima
que flameaba con un fulgor verde azulado, tan bello como mortal. Si bien aislaron este elemento
en 1902, cuatro afios antes habian descubierto el Polonio.

Fiel a su estilo, Marie fue la primera mujer en doctorarse en Ciencias en Francia, con nota ma-
xima en la Sorbona (1903). En la cena de festejo de este logro, Pierre sacé un frasquito con radio
cuando los invitados salieron al jardin, como quien enciende fuegos artificiales. Rutherford escribid.

“la luminosidad era brillante en la oscuridad y fue un espléndido final para un dia inolvidable”
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Figura 1.3
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Nota. Izquierda: Marie y Pierre Curie, 1903. Derecha: Diploma del Premio Nobel en Fisica a Pierre y Marie Curie,
diciembre de 1903 (Imagenes de dominio publico)

El mayor logro de Marie fue emplear un método nuevo para descubrir estos elementos mi-
diendo su radioactividad. No obstante el hallazgo, pretender brillar en una época dominada por
el hombre era anormal y hasta grotesco. Tal es asi, que los cientificos que propusieron el
Nobel, sélo habian nominado a Pierre y Becquerel. Ella hubiera quedado excluida si no fuera
por el reconocimiento de su esposo. Si bien con este galardén llegd reconocimiento mundial,
la fama les robo tiempo. No obstante, dejaron de padecer penurias econémicas y se sintieron
considerados, en tanto todo su trabajo lo habian desarrollado sin respaldo financiero y en un
hangar viejo y descuidado. Ademas, la Sorbona le ofreci6 a Pierre la catedra de Fisica General
y Radiactividad, en tanto que a Marie la puso al frente de un laboratorio. Asimismo, el compro-
miso humanitario de los Curie quedé demostrado en la decisidon de no patentar su descubri-
miento, renunciando a beneficios materiales y publicando sus resultados sin reserva. Bajo el
mismo ideal, Roentgen dond el dinero del premio Nobel a sociedades de beneficencia y murio
casi en la indigencia.

Amén de la repercusion que tuvieron ante la Academia de Ciencias en 1898, el descubri-
miento de los Curie encandil6 a toda la sociedad y la especulacion del mercado no se hizo es-
perar. El delirio radioactivo alcanzé desde su uso para cosméticos (cremas rejuvenecedoras,
lapices labiales, cremas capilares), pastas dentales y hasta lanas para bebés. De manera inau-
dita, se utilizé radio para pintar la esfera de relojes y hacer visible la hora en oscuridad: entre
1922 y 1924 nueve operarias de una fabrica murieron, ya que para pintar los nimeros, humede-
cian el pincel con su saliva. No obstante, esta furia de consumo duré tres décadas para combatir
desde artritis a impotencia, o desde catarros a neuralgias. En 1925 hubo un penoso incidente. El
falso doctor (William Bailey) patentd y comercializé una solucién de agua con isétopos radioacti-
vos, “Radithor”, para curar mas de un centenar de enfermedades. El producto llegé al campedn
de golf Eben Byers, por un dolor crénico que padecia en el brazo. En 1932 murié por anemia
severa, destruccion ésea masiva, delgadez extrema y disfuncién renal. En relacion con los efec-

tos nocivos de la radiacion, el propio Pierre ya era una de las primeras victimas, cuando resbal6
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un dia de lluvia ante un carro, que lo atropell6 y maté en el acto (1906). Y también Marie sufria
la debilidad y fatiga debidas a la constante exposicion, malestares que la acompafaron durante
décadas hasta su muerte. De igual modo y venerando la “herencia”, Irene también muri6 a los
59 por leucemia radio-inducida, al igual que su marido con quien compartioé el nobel (Fréderic
Joliot). Solo Eve, pianista, escritora y periodista, quien jamas se acercé a nada que fuera radio-
activo (excepto a su familia) murié a los 102 afios.

Pierre Curie muri6 a los 47 afios cuando Marie tenia 38. Esta gran pena hizo que se refugiara
en el trabajo y acept6 la catedra de Pierre en la Sorbona: fue la primera mujer que ensefd en
esa jerarquica institucion. También en esa época profundizé sus intereses humanitarios, en tanto
sentia el deber moral de hacer algo por el mundo. Luego de cuatro afios de duelo, Marie formalizé
una relacién con Paul Langevin, un fisico eminente que estaba casado. Esta situacion la llevd a
ser acusada de modales impropios y a un escandalo justo en el momento de la comunicacion de
su Nobel en Quimica (1911). Si bien la instaron a no ir a Suecia a recibir el galardon, asistio a la
ceremonia y dedicé el premio a Pierre Curie. A la postre y a pesar del divorcio de Langevin, no
continuaron mas que una amistad y luego de una larga y doliente depresion, recién regreso a su

laboratorio en 1913.

Figura 1.4

Nota. Petit Curie, unidad militar hospitalaria mévil de rayos X del 1915 (Dominio publico)

Como mujer de accién, asumié su compromiso ante la Primera Guerra Mundial. El 3 de se-
tiembre de 1914 resguardo la reserva de radio cargandola sola en tren y transportandola desde
Paris a Burdeos durante 24 horas (aproximadamente entre 20-30 Kg). Con 47 afos ya estaba
débil y avejentada, pero gracias a su crianza y a la vida hostil que habia padecido, tenia un
temple sobrehumano. Al regresar a la “ciudad luz” y ver a los heridos resistiendo, pensé en los

rayos X para diagnosticar las lesiones de batalla. En tiempo record creé unidades moviles (las
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petit Curie) para hacer radiografias en las trincheras y en el campo de batalla. Irene, de tan sélo
17 afios, trabajo fuerte junto a ella.

Sélo después de muchos afios Marie accedié a establecer normas de seguridad en su labo-
ratorio. Pero ni ella ni su hija las respetaban. Su defensa del radio era tan obstinada, que en los
informes que le solicitaban, declaraba que si bien era necesario advertir su riesgo, no era cons-
ciente de accidentes entre el personal expuesto. Sélo transcurrido el tiempo, cuando su salud
estaba destruida y casi ciega, Marie admitié que la manipulacién del radio entrafiaba ciertos pe-
ligros. Si bien se atribuye al “Clan Curie” una dualidad de inocencia/irresponsabilidad, propio de
los cientificos con sus “tesoros”, también Becquerel se quemo el pecho, llevando un pequefio
tubo con radio en el bolsillo de su chaleco. Finalmente el legado hacia los hijos, en algunos casos
proyecta y perpetia los deseos. Irene, brillante y obediente no sdélo siempre la habia seguido
incondicionalmente en todo, sino también habia aceptado continuar el mandato de Pierre: ser su
sucesora. Enemiga como su madre de pompas y frivolidades, también conquisté con su esposo
(Frédéric Joliot) un Nobel en 1935. El matrimonio también compartié una hija, Héléne, quien se

caso con el nieto de Langevin, reivindicando a su abuela.

Figura 1.5

Nota. Tumba de Marie y Pierre Curie en el en el Panteén de Paris

El 4 de julio de 1934 termind la existencia de esta mujer singular, que no tuvo modelos de
referencia; que se planteaba objetivos altos y no se distraia en banalidades. Esta polaca que si
bien austera, no era carente de refinamientos y placeres. Amaba el campo, andar en bicicleta y
siempre tener flores frescas en su casa. Madame Curie fallecié a los 67 afios con la imagen de
una débil anciana golpeada por la vida. Diagnosticada de Anemia aplasica perniciosa y envene-
nada por el radio, fue la primera mujer en ser enterrada por sus méritos, en el Pante6n de per-
sonajes ilustres de Paris. Su expresion seria, refleja a una mujer que alcanzé sus metas, decidida

a enfrentar diversas dificultades con una tenaz y apasionada personalidad.
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Vocacién definida y espiritu desinteresado: Wilhelm C. Rontgen

ne e

Otra emblematica figura, sin duda fue aquel fisico aleman nacido en Lennep, el 27 de marzo
de 1845, quien con su descubrimiento de los rayos X cambié el mundo y posibilité un trascen-
dental avance para la medicina: Wilhelm Conrad Réntgen. Provenia de una familia distinguida
dedicada al comercio textil, que en 1848 se trasladé a los Paises Bajos por motivos comerciales,
con la idea de que su hijo en el futuro se hiciera cargo del negocio familiar. En 1862, sus padres
lo inscribieron en la Escuela Técnica de Utrecht. En este pueblo, vivié en casa de un amigo de
su padre, médico y profesor de quimica en la universidad, quien influyé de manera decisiva res-
pecto a su inclinacién hacia las ciencias naturales. No obstante, no pudo concluir el secundario,
dada su expulsion (probablemente injusta) por haber dibujado la caricatura de un profesor. Al no
tener el diploma para inscribirse en la universidad, concurrié como oyente a la Universidad de
Utrecht, donde se enter6 que el Polytechnikum en Ziirich, recientemente fundada, admitia estu-
diantes mediante examen de ingreso, aun sin certificacion de estudios secundarios. Asi realizd
la carrera de Ingenieria Mecanica en Suiza, transcurriendo afios fundamentales para su forma-
cion (1865-1869). Luego comenzé su posgrado y se doctord en Fisica en 1869, siendo fuerte-

mente influido por un joven profesor, August Kundt (1839-1894), quien fue su mentor.

Figura 1.6

Nota. Izquierda: Roentgen con sus padres. Derecha: Roentgen y su esposa, Anna Bertha (Busch U., 2016)

Por otra parte, también en Zirich conocié a Anna Bertha Ludwig (1839-1919), hija del duefio
de una taberna, con quien se comprometié en 1869 y se cas6 a principios de 1872 en Apeldoorn.
Si bien los Réntgen habian aprobado el romance de su hijo, la boda fue un trance dificil; como la
familia Ludwig no pertenecia al mismo estrato social, no fueron invitados al evento. Estuvieron
casados y unidos durante 47 afos hasta el fallecimiento de Bertha, a quien Réntgen cuidd por

sus enfermedades crénicas hasta 1919.
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Roentgen comenzo6 su carrera junto a Kundt, reconocido como uno de los fisicos alemanes
mas importantes del siglo XIX. En 1870, se instalaron en un nuevo laboratorio en Wirzburg (norte
de Alemania), y dos afios después en Estrasburgo (Francia), donde habian ofrecido un cargo a
Kundt en una nueva universidad nacional de élite. Asimismo, el discipulo obtuvo la "habilitaciéon"
(titulo académico de estudios superiores que permite aceptar una catedra universitaria en Ale-
mania) y en 1875 aceptd su primera invitacidon para ocupar una catedra en el campus de Hohen-
heim. No obstante, el cargo como profesor de Matematica y Fisica lo decepciond y un afio des-
pués volvié a Estrasburgo. Posteriormente, en 1879 obtuvo su primera designaciéon como profe-
sor titular en la Universidad de Giessen vy dirigioé un instituto de investigacion, a partir del cual se
posicion6 como excelente investigador y profesor exigente. Luego, en 1888 lo convocaron de
Wirzburg, donde habia mas estudiantes y el laboratorio era mas adecuado a sus intereses, al

igual que sus honorarios.

Figura 1.7

Nota. Izquierda: Laboratorio de Rdntgen donde descubrié los rayos X, Universidad de Wiirzburg. Derecha: una de las
primeras radiografias médicas realizadas por Réntgen. Corresponde a la mano de su esposa, Anna Bertha Ludwig, 1895
(Imégenes de dominio publico)

Si bien Rontgen fue una persona respetada y querida en el ambito académico, no eran de su
agrado las conferencias tediosas ni las convenciones cientificas. Sus publicaciones tempranas
apenas tuvieron repercusion e incluso sus colegas las tildaron de poca originalidad. Siempre
quedé la duda de como fueron los hechos del 8 de noviembre de 1895, noche del descubrimiento,
en tanto habia dado instrucciones de quemar parte de sus pertenencias después de su muerte.
Por aquella época, muchos fisicos estaban estudiando la naturaleza de los rayos catédicos o de
electrones. Probablemente mientras experimentaba con estos rayos, observé accidentalmente
la rara luminiscencia de un papel pintado con una sustancia fluorescente sensible a la luz. El
papel estaba a cierta distancia del tubo de descarga de gas con el que estaba trabajando y aun

después de haber cubierto el tubo con cartén, la fluorescencia no cedié. Asi reconocio que habia

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 21



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

tropezado con algo nuevo, y los dias siguientes se dedico a analizar minuciosamente las propie-
dades de estos rayos. Los examind con tanta precision, que pasé mucho tiempo para sumar
otros hallazgos a su investigacién. Los puntos clave establecian que los rayos podian penetrar
casi todo, incluida la mano de su esposa, pero no atravesar los huesos, que dejaban una sombra
sobre una placa fotosensible. Los resultados fueron publicados titulando al articulo como "Sobre
una nueva clase de rayos". En pocos dias, la noticia dio la vuelta al mundo y este hombre amable
pero reticente se transformé en el primer cientifico atacado por la fama. También la comunidad
cientifica recibi6 la noticia con entusiasmo y siguieron distinciones y premios. Pero este entorno
lo agotd, ya que le dificultaba su rutina en el laboratorio. Por esta razén termind alejandose tanto

del publico, como de sus colegas.

Figura 1.8
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Nota. Chocolate Guérin-Boutron en reconocimiento al Dr Roentgen, con la leyenda: “Los benefactores de la humanidad.
Réntgen encuentra los rayos catédicos que prestan grandes servicios a la medicina y la cirugia” (Dominio publico).

El comienzo del siglo XX fue la cumbre de su carrera, en tanto poco después de la oferta de
la Universidad Ludwig Maximilian de Minich (1900), lleg6 la postulacién al Premio Nobel (1901),
cuya recompensa dond a la universidad. Dada su sobria personalidad, no sélo se opuso a pa-
tentar el hallazgo, sino también a que los rayos llevaran su nombre. Mas alla de esto y venerando
el egocentrismo cientifico, algunos investigadores lo atacaban alegando que los rayos habian
existido desde siempre y que él sélo los habia percibido. Cosas del éxito.

A partir de la Primera Guerra Mundial, sobrevino la época triste de su vida, no sélo por este
evento, sino también por la pérdida de su amigo el bidlogo Theodor Boveri y posteriormente de su
esposa (1919). La esposa e hija de Boveri fueron entonces casi su Unico entorno social. Asi, decidié
retirarse de la docencia y pensar en su ultima voluntad: ceder sus publicaciones y medalla del
Nobel a la Universidad de Wiirzburg y quemar sus notas y documentos personales para proteger

su privacidad. Si bien padecié de cancer en los intestinos, la enfermedad no fue relacionada con la
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radiacion, en tanto no habia trabajado durante mucho tiempo en el tema y sobre todo porque fue
un pionero en el uso de la proteccion adecuada. Fallecioé a los 78 afos de edad (1923), en Minich.
Desde su descubrimiento los rayos X comenzaron a utilizarse para revelar las mas originales reali-
dades. El uso de la radiografia se aplicé a diversos objetos, como por ejemplo para analizar la
historia de cuadros, obras de arte y piezas de museo. Indagar sobre versiones primitivas y vacila-
ciones del pintor. El informe mas antiguo data de febrero de 1896 vy refiere a la investigacion reali-
zada en el Museo de Historia Natural de Viena, donde se descubrié que una momia de aspecto
humano correspondia a un ave de sustancial dimensién. Asimismo, millones de soldados heridos

y mutilados durante la Primera Guerra Mundial utilizaron este valioso hallazgo.
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CAPITULO 2
Nociones basicas de radiaciones y magnitudes
radiolégicas

Melisa Nicoud

Figura 2.1

Senderos ondulados.
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Introduccion

Los efectos bioldgicos de la radiacion, son la consecuencia de una serie de sucesos debidos al
pasaje de este agente a través del organismo, en el cual van depositando su energia y produciendo
diversos eventos fisicos y quimicos. Inicialmente se producen ionizaciones y excitaciones de los
atomos que se interponen a la trayectoria de la radiacion. Estas perturbaciones fisicas conducen a
reacciones fisicoquimicas, luego a reacciones quimicas y finalmente a efectos bioldgicos. Junto
con la caracterizacion de las radiaciones, en este capitulo se describen brevemente sus mecanis-
mos de interaccion con la materia y las principales magnitudes radiolégicas que permiten tener en

cuenta el efecto bioldgico y el potencial riesgo de las radiaciones ionizantes.

Caracterizacion de las radiaciones

La radiacion es la propagacion de energia en forma de particulas subatémicas y de ondas
electromagnéticas a través del vacio o de un medio material. Independientemente de esta natu-
raleza corpuscular u ondulatoria, si la radiacion transporta la energia suficiente para ionizar el
medio que atraviesa, constituye una radiacion ionizante. En caso contrario, se habla de radiaciéon
no ionizante.

La radiacion ionizante (RI) esta constituida de particulas con o sin carga eléctrica y es aque-
lla con la capacidad de causar ionizacion, es decir, con la energia suficiente para arrancar un
electron orbital. En este proceso se produce un par i6nico, formado por el electron eyectado y
un ion con carga positiva. Se clasifica a la Rl como: a) directamente ionizante, si esta consti-
tuida por particulas con carga eléctrica como los electrones, particulas B, B*, protones, deute-
rones y particulas alfa que interactian directamente con los electrones repeliéndolos o atra-
yéndolos segun la carga que tenga la particula incidente. b) indirectamente ionizante si esta
constituida por particulas sin carga eléctrica, propiamente fotones y neutrones quienes luego
de su interaccién con la materia, ponen en movimiento a particulas con carga que seran las
que finalmente produzcan ionizaciones.

La radiacion corpuscular corresponde a particulas tales como electrones, protones, particulas
a, iones pesados con carga y neutrones. Los electrones son particulas pequefias con carga ne-
gativa. Los protones son particulas con carga positiva y una masa mil veces mayor que la del
electrén. Las particulas a son nucleos de helio, es decir estan formadas por dos protones y dos
neutrones y en consecuencia tienen una carga neta positiva. Los neutrones son particulas sin
carga eléctrica, con una masa similar a la del protén y pueden ser emitidas por fision de isétopos
radiactivos de elementos pesados.

La radiacién electromagnética transporta energia a través de campos eléctricos y magnéticos
oscilantes que viajan a la velocidad de la luz ¢ (3 x 108 m/s). Sin embargo, en algunos casos,

este tipo de radiacion puede comportarse como un paquete discreto de energia llamado foton o
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cuanto de energia. La energia de cada cuanto, medida en Joules, es igual a la frecuencia v

multiplicada por la constante de Planck, h

Donde A corresponde a la longitud de onda.
La cantidad de energia por fotéon queda definida por la posicion en el espectro electromagné-

tico (Figura 2.1).

Figura 2.1. Espectro Electromagnético. Muestra la relacién entre la longitud de onda (m) y la

frecuencia (s -').
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Se puede observar que los fotones de rayos X o gamma estan en el extremo del espectro,
caracterizado por presentar alta energia, la cual es suficiente para desplazar un electréon de su
orbital atémico, produciendo un atomo con carga neta positiva. La energia de enlace para elec-
trones ronda en los 10 eV. Los fotones con energias mayores a este valor son considerados
como radiacion ionizante, mientras que los que tienen energias inferiores son no ionizantes pero
pueden causar excitacion.

Dentro del espectro electromagnético, los rayos X y gamma pueden ser considerados parti-
cularmente, desde el punto de vista de sus aplicaciones clinicas, debido a que presentan propie-
dades fisicas similares, a pesar de que se producen por mecanismos diferentes. Los rayos X se
generan de dos formas diferentes. Una esta dada por los rayos X de Bremsstrahlung o radiacion
de frenado y el otro por los rayos X caracteristicos. Los primeros son el resultado de la interaccion
entre electrones de alta velocidad con los nucleos atémicos. El electron, mientras va pasando
cerca de un nucleo, es desviado de su camino debido a la accion de la fuerza de atraccion
coulombiana que le ejerce el nucleo, y pierde energia en forma de radiacion de frenado. El se-
gundo proceso, ocurre cuando un electrén interactua con los atomos del material, eyectando un

electron orbital de las capas orbitales K, L o M, dejando al atomo en un estado ionizado. Cuando
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se crea esa vacante en la orbita, es ocupada por un electron perteneciente a una orbita mas
externa. Al hacerlo, emite energia en forma de radiacion electromagnética, llamada radiacion
caracteristica, ya que es particular de los dtomos que componen el material y de las érbitas entre
las que ocurre el proceso. En cuanto a los rayos gamma, su emision esté originada por los cam-
bios de energia dentro de un nucleo. En general ocurren luego de que éste emite una particula
alfa o beta, haciendo que quede en un estado excitado de energia, la cual luego se pierde por
emision de radiacion electromagnética de alta frecuencia.

Mecanismos de interaccion de la radiacion con la materia

Comprender cédmo interactian las radiaciones fisicamente con la materia, es importante por-
que es el primer paso en la secuencia de acontecimientos que finalmente conduciran a diversos

cambios bioldgicos.

Interaccion de la radiacion electromagnética con la materia

Existen cinco tipos diferentes de interacciones de la radiacién electromagnética con la mate-
ria: la fotodesintegracion, la dispersion coherente (o dispersién Rayleigh), el efecto fotoeléctrico,
el efecto Compton y la produccion de pares. En este capitulo se abordaran los tres ultimos por
ser los de mayor relevancia. Cada uno de ellos, predomina en determinado rango de energia de
la radiacién incidente, para un material dado. La Figura 2.2 muestra la importancia relativa de
estos procesos en funcion de la energia de los fotones incidentes y del numero atémico Z del

material absorbente.

Figura 2.2
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Nota. Importancia relativa de los tres principales mecanismos de interaccion de fotones
en funcién de la energia y el material absorbente
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Efecto fotoeléctrico

Es un fenédmeno en el cual un fotdn interactia con un atomo y eyecta uno de los electrones
de un orbital atémico. En este proceso, la cantidad de energia hv del fotdn incidente se transfiere
por completo al electrén. Luego de que el electrén es arrancado del dtomo, queda una vacante
en ese orbital, dejando al atomo en un estado excitado. Esta vacante puede ser llenada por un
electron de un orbital mas externo emitiendo un rayo X caracteristico. También puede ocurrir la
emision de electrones Auger, los cuales son electrones monoenergéticos, producidos por la ab-
sorcion interna de un rayo X caracteristico (Figura 2.3).

Claramente, el efecto fotoeléctrico juega un papel muy importante en la causa de los efectos
biolégicos, debido a que el electron eyectado interactua cientos de veces dentro del tejido antes
de detenerse completamente y en la mayoria de estas ocasiones, la energia impartida a otras

moléculas biolégicas sera suficiente para ionizarlas.

Figura 2.3. Esquema representativo del Efecto Fotoeléctrico con pos-

terior emision de rayos X caracteristicos y electrones Auger.

Rayos X
caracteristicos

Foton incidente

hv 3 Electrones Auger

0

e (fotoelectrdn)
hv - EB

Efecto Compton

A medida que la energia del fotén incidente aumenta, su longitud de onda decrece y hay una
mayor probabilidad que interactie con los electrones individuales y no con el atomo en su con-
junto, como en el efecto fotoeléctrico. En este caso interactia con un electrén del atomo como si
se tratara de un electron libre, lo cual significa que la energia de enlace del electrén es mucho
menor que la energia del fotdn incidente. Aqui el electron recibe algo de la energia hvo que trae
el foton y es emitido formando un angulo 6 con la direccion del fotéon incidente. El fotdn queda
con menor energia, hv’, y es dispersado formando un angulo ¢. Este fotdn dispersado puede
seguir interactuando en el material por efecto fotoeléctrico o efecto Compton (segun la energia)

0 seguir sin interactuar (Figura 2.4)
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Figura 2.4. Esquema representativo del Efecto Compton.
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Produccion de Pares

En este mecanismo de interaccion se absorbe toda la energia del foton incidente y ocurre
cuando esta energia alcanza el doble de la energia en reposo de los electrones (0,511 MeV). En
este proceso el fotdn interactua fuertemente con el campo electromagnético de un nucleo até-
mico cediendo toda su energia en la creacion de un par electrén (e) - positron (e*) (Figura 2.5).
La produccién de pares es un evento en el cual toda la energia es convertida en masa como
predice la ecuacion de Einstein E = mc?. El proceso inverso tiene lugar cuando un positron se

combina con un electrén para producir dos fotones, tal proceso se denomina aniquilacion.

Figura 2.5. Esquema representativo de la Produccion de pares.

Foton incidente
hv > 1,022 MeV

Interaccién de las particulas cargadas con la materia

Cuando las particulas cargadas atraviesan la materia van perdiendo su energia en sucesivos
eventos de interaccién que involucran a la ionizacién, excitacién (Figura 2.6), ruptura de enlaces
quimicos (disociacion) y produccién de radiacion de frenado. Cada uno de estos eventos, algu-

nos mas importantes que otros, representa un sitio potencial de dafio quimico y biolégico.
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Figura 2.6. Procesos de colisién inelastica de una particula cargada con electrones del atomo.
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A continuacién se definen algunos conceptos importantes que son validos tanto para la radia-

cion electromagnética como para particulas.

Transferencia lineal de energia

La pérdida de energia de una particula por unidad de longitud es conocida como transferencia
lineal de energia o LET (del inglés linear energy transfer) y corresponde a la energia absorbida
o transferida al medio por una particula o radiaciéon por unidad de trayectoria recorrida, en el
medio con el que interactua. Las radiaciones electromagnéticas tienen baja probabilidad de in-
teraccion con un atomo y los sucesos de ionizacién ocurren separadamente en tiempo y espacio,
mientras que las radiaciones corpusculares, que tienen masa y carga, tienen mas probabilidades
de interaccién con la materia. Consecuentemente, las radiaciones electromagnéticas tienen ma-
yor penetracion pero generan menor LET, en tanto que las corpusculares tienen un poder de
penetracion menor. Las particulas cargadas, al generar mas iones y penetrar menos en los teji-
dos, producen un dafio biolégico mayor, a nivel superficial, en tanto que los rayos X o gamma, al
generar pocos iones en su trayecto y penetrar hondamente, pueden producir lesiones simples
pero de vital importancia, por ejemplo para el ADN. En este sentido, resulta apropiado definir los

conceptos de ionizacion total, ionizacidn especifica y rango.

lonizacién total y especifica
La ionizacion total se define como el nUmero de pares iénicos producidos por una radiacion
(particula o fotones) a lo largo de su trayectoria, mientras que la ionizacién especifica es el nimero

de pares de iones que produce una radiacion por unidad de longitud de trayectoria recorrida.

Rango
Se define como la distancia recorrida por las particulas hasta detenerse en un determinado
medio. Esa distancia es el espesor maximo de penetracion en dicho medio absorbente. Queda

definido solo para particulas, dado que el rango o alcance para fotones es infinito (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Poder de penetracién de distintos tipos de radiacion.
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¢Lo esencial es invisible a los ojos?

El 8 de noviembre de 1895, en su laboratorio en Wiirzburg, Alemania, Wilhelm Conrad Roent-
gen estaba siendo testigo de un fendmeno que cambiaria la forma de ver las cosas no sélo
en la medicina, sino en multiples ambitos tales como ingenieria, genética, aeronautica, cuidado
del medioambiente e inclusive en el estudio de piezas de arte. La capacidad de los rayos X de
atravesar la materia depende de la energia de los propios rayos y de las propiedades y la densi-
dad del material que se quiera analizar. Asi, cuanto mayor sea el nimero atémico del elemento,
habra un nimero mayor de electrones que interactuen y atenten la radiacién impidiendo que
ésta atraviese el material. Por eso, los rayos X pueden atravesar la piel formada por material
organico bajo peso molecular como el carbono, pero son absorbidos en mayor medida por los

huesos que tienen un alto contenido de calcio (Busch 2016)

Figura 2.8. Naturaleza y Arte.

Nota. Cuadro “Naturaleza muerta floral con amapolas y rosas” de Vincent Van Gogh (1886).
Fotografia obtenida del sitio web oficial del Museo Krbller-Mdller. El cuadro de la derecha
se exhibia en el museo holandés Kréller-Mdiller y su autoria se atribuia a un artista anénimo,
sin embargo, se sospechaba que podria tratarse de un cuadro de Vincent Van Gogh. La
pintura fue sometida a rayos X en el 2012 y los expertos descubrieron que esta pintado
encima de otro cuadro en donde se aprecian dos hombres practicando lucha libre. En una
de las tantas cartas que Van Gogh le escribioé a su hermano Theo, le cuenta que durante
su estancia en la Escuela de Bellas Artes de Amberes en Bélgica, habia retratado a dos
hombres peleando con el torso desnudo (Museo Kroller Miiller, 2012 ).
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Magnitudes y unidades radiolégicas

Los cambios quimicos a nivel atdbmico y molecular producidos por la radiacion ionizante son
los acontecimientos fundamentales que conducen al dafio por radiacion en los tejidos. Para po-
der evaluar estos efectos, es esencial poder cuantificar dicha radiacién, para lo cual recurrimos
en este capitulo a la definicion de los conceptos pertinentes. Durante la realizacion del primer
Congreso Nacional de Radiologia, realizado en Londres en 1925 se fundé la Comisién Interna-
cional de Mediciones y Unidades de Radiaciéon (ICRU, sigla en inglés), cuya funcién ha sido
definir unidades y magnitudes de radiacion. De manera conjunta con este organismo trabaja la
Comision Internacional de Proteccion Radiolégica (ICRP, sigla en inglés), creada durante el se-

gundo Congreso Internacional de Radiologia, en Estocolmo en 1928.

Dosis Absorbida, D

Es la magnitud fisica basica de dosis y se define como energia absorbida dE por unidad de

masa dm. Es valida para cualquier tipo de radiacién con o sin carga y para cualquier material

dE
dm

Unidad: k’—g = Grey (Gy)
Sin embargo, la dosis absorbida resulta insuficiente en términos de evaluar los efectos biol6-
gicos de una radiacion incidente determinada, ya que no considera la distribucién microscopica

de la energia en un érgano particular. En referencia, y para los fines de la proteccién radiologica

se ha definido la Dosis Equivalente en un érgano o tejido, Hr

Dosis Equivalente en un érgano o tejido, Hr

Se define como el producto de la dosis absorbida en el 6rgano o tejido Dt y el factor de pon-

deracion de la radiacion wr

HT = Z WR' DT,R
R

Unidad: é = Sievert (Sv)
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Para diferenciarla de la dosis absorbida, se nombra a la unidad con el nombre especial de
Sievert (Sv). La suma se realiza para todos los tipos de radiacion que estuviesen involucrados
en la exposicion. El factor wr tiene en cuenta la probabilidad de las radiaciones de producir efec-
tos estocasticos y depende del tipo y energia del campo de radiacién incidente sobre la persona
expuesta o del radioisétopo depositado internamente. En la tabla 1, se muestran los valores de

WR para distintos tipos de radiaciones.

Tabla 2.1. Factores de ponderacién de la radiacion™.

Tipo de radiacion WR
Fotones de todas las energias 1
Electrones y muones, todas las energias 1
Protones y piones cargados 2

Particulas o, fragmentos de fision, iones pesados 20

Nota. * Adaptada de ICRP 103

La exposicién a la radiacion de los diferentes érganos vy tejidos corporales causa dafios con
distintas probabilidades y diferente gravedad. La combinacion de probabilidad y gravedad recibe
el nombre de “detrimento”. Para reflejar el detrimento combinado de efectos estocasticos debidos
a las dosis equivalentes en todos los drganos y tejidos del cuerpo, se multiplica la dosis equiva-
lente en cada drgano y tejido por un factor de ponderacion del tejido, wr, los cuales contemplan
las variaciones en la sensibilidad a la radiacién de los distintos érganos y tejidos para la induccién
de esos efectos estocasticos. Al sumarse los resultados para todo el cuerpo, se obtiene la dosis

efectiva E, la cual se define por medio de una doble sumatoria de los productos de la dosis

absorbida en cada ¢rgano Dy g por los correspondientes factores de ponderacion.

E = ZWT.HT = ZWTZWR.DT’R
T T R

Unidad:Z = Sv
kg
Drr indica la dosis absorbida en el 6rgano o tejido T debida a la radiacion del tipo R.
Los valores de wr se indican en la Tabla 2. Los mismos se han elegido de forma tal que una
dosis equivalente uniforme en todo el cuerpo de lugar a una dosis efectiva numéricamente igual

a dicha dosis uniforme. Asi la suma de los factores de ponderacion de los diferentes tejidos es

igual a la unidad.
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Tabla 2.2. Factores de ponderacion de los tejidos.

Tejido Wy Z wr
Medula 6sea, colon, pulmon, estémago,
0,12 0,72
mama, resto de los tejidos *
Goébnadas 0,08 0,08
Vejiga, esdfago, higado, tiroides 0,04 0,16
Superficie del hueso, cerebro, glandulas sali-
0,01 0,04

vales, piel

Nota. * Resto de los Tejidos: Adrenales, regién extratoracica (ET), vesicula corazén, rifio-
nes, nédulos linfaticos, musculo, mucosa oral, pancreas, préstata, intestino delgado, bazo,
timo, utero/cérvix. Adaptada de ICRP 103

En resumen, en su interaccion con el material biolégico la radiacion ionizante va depositando
una cierta cantidad de energia y ello posteriormente puede traducirse en un efecto biolégico, el
cual dependera no solo de la dosis absorbida sino del tipo de radiacion y de la radiosensibilidad
de los tejidos u érganos expuestos. En este sentido se definen magnitudes dosimétricas, como
la dosis equivalente y la dosis efectiva, que tienen en cuenta estas caracteristicas. Estas magni-
tudes permiten estimar el riesgo asociado a la exposicion a la radiacién ionizante y son uno de
los pilares fundamentales en donde se asientan las bases de la proteccion radiolégica con la
finalidad de proteger a los seres humanos y al medio ambiente de los posibles efectos nocivos

de la radiacion ionizante.
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CAPITULO 3

Lesiones radioinducidas en el ADN

y sus mecanismos de reparacion
Alba Giierci

Figura 3.1. E/ grito. Edvard Munch.

o " 212

Nota. Fuente: https://historia-arte.com/obras/el-grito
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Mecanismos de accion de las radiaciones ionizantes

Los efectos biologicos de las radiaciones ionizantes (RI) son el resultado de una serie de
eventos que ocurren cuando este agente interactia con la materia viva. Comienza con la ioniza-
cion y excitacion de atomos y moléculas, que se suceden con diversas reacciones quimicas y
finalmente llegan a un desenlace biolégico determinado. Si bien las excitaciones no son impor-
tantes en la induccion de dafio bioldgico, las ionizaciones pueden ocurrir en cualquier biomolé-
cula, expulsando electrones y formando particulas reactivas que continuaran reaccionando y am-
plificando el impacto inicial. Asi, en cualquiera de sus formas (fotones, neutrones o particulas
cargadas), la radiacion puede interactuar directamente con estructuras vitales especificas (ADN,
proteinas, lipidos, etc.), causando su ionizacidon o de manera indirecta a través de otras molé-
culas que luego transfieren la energia de ionizacion a esas moléculas blanco. Este ultimo meca-
nismo se da por radicales libres, capaces de reaccionar con estructuras criticas y alterarlas (estos
radicales son atomos o grupos de atomos con electrones desapareados y por eso muy reactivos).
Si se considera el alto porcentaje de agua que compone a la célula (70 - 80%), se entiende que
la mayor parte de la energia depositada por las radiaciones es absorbida por esta sustancia y se

producen de manera muy rapida y en gran cantidad, radicales intermediarios (Figura 3.2).

Figura 3.2. Mecanismos de accion directa e indirecta de las RI.

En primer lugar, la radiaciéon que incide sobre las moléculas de agua puede producir un ion
H20* y un electrdn libre lento (acuoso), dado que casi toda la energia se ha invertido en arran-

carlo de la molécula.
H20 + rad — H20* + e-
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El ion catién H20"-es muy inestable y reactivo. Rapidamente se descompone en un H+ y en
un radical OHe. El electrén acuoso, puede reaccionar con otras moléculas organicas o con una

segunda molécula de agua produciendo radicales H" e iones hidroxilo OH".

H20" —» H* + OH*
H20 + e— H*+ OH"

Los iones hidroxilo y protones libres, al tener cargas opuestas tenderan a atraerse y neutrali-
zarse formando nuevamente agua. Los radicales H* y OH® neutros pero muy reactivos, tienden a
generar enlaces y quitar atomos a otras moléculas, que podrian ser biolégicamente funcionales,
como las proteinas o los acidos nucleicos. También hay una posibilidad mas directa de formar

radicales libres por excitacién de la molécula de agua, que se disocia en radicales H y OH".

H20 + rad —» H20" — H'+ OH"®

Los radicales pueden estar diferencialmente concentrados en zonas de alta densidad, a lo
largo de la trayectoria de radiacion y segun su transferencia lineal de energia. En zonas internas,

con mayor concentracion de estas especies, se favorece la reaccién y neutralizacion entre ellas:

H*+ H° — H:2
OH* + OH° — H202
H°+ OH° — H20

Otros radicales se propagan y si han sido generados en el nucleo pueden acceder al ADN.
Recordemos que son inestables, con una vida media inferior a 1 mS, pero durante ese lapso,
pueden difundir a través de la célula e interactuar en lugares distantes. Contienen un exceso de
energia que puede ser transferida a otras moléculas para alterar enlaces y producir lesiones
puntuales a cierta distancia del acontecimiento de ionizacion inicial. El radical libre He también
puede interactuar con el oxigeno molecular y formar un radical hidroperoxilo, que, interactuando

entre si, puede formar peréxido de hidrégeno:

H* + O2 —» HO?'
HO2" + HO2" — H202 + Oz
En resumen, en el agua irradiada estaran presentes especies radicalarias (H; OH' y electro-
nes acuosos) que difunden y reaccionan rapido y especies no radicalarias (H202; Hz; H+). A
medida que aumenta la LET (transferencia lineal de energia), disminuye el rendimiento de espe-
cies radicalarias y aumenta la produccion de especies no radicalarias y también aparece una

nueva especie reactiva: Oz (radical superoxido). Todos estos agentes oxidantes pueden alterar
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significativamente sustancias bioldgicas. Su interaccion con moléculas organicas puede producir

radicales libres organicos que implican remocion de hidrégeno segun estas reacciones:

RH+ OH — R + H20
RH+H — R +H:2

Todos los radicales pueden reaccionar con moléculas vecinas y producir radicales lipidicos o
radicales sobre el ADN. En el caso de los lipidos, pueden ocurrir reacciones en cadena y alterar
las membranas celulares.

Mientras la accién directa es el mecanismo prevalente para las radiaciones de alto LET, la
radiolisis del agua constituye el mecanismo de accién principal para baja LET. No obstante, cabe
recordar que el microambiente celular no es una simple solucién acuosa. Involucra compuestos
y enzimas que pueden secuestrar y mitigar el efecto de estas especies reactivas, como se des-
cribira en el capitulo 5.

Como conclusién se destaca que, si bien el proceso de absorcion de energia y ruptura de
enlaces moleculares es inducido por la RI, también forma parte de muchos procesos biolégicos,

como reacciones metabdlicas o condiciones patoldgicas, entre las que se encuentra el cancer.

Lesiones en el ADN inducidas por radiaciones

Si nos centramos en un blanco celular clave, podemos decir que la radiacién ionizante induce
directa o indirectamente, mas de un centenar de lesiones en el ADN. Provoca ionizacion y exci-
tacion de los diferentes componentes de esta molécula produciendo zonas quimicamente ines-
tables, que tienden a reaccionar rapidamente. La energia puesta en juego suele ser de tal mag-
nitud que se pueden romper enlaces covalentes y producir rupturas de una o ambas cadenas del
ADN. En adicién, la accion indirecta de una particula aumenta el estrés oxidativo sobre esta
biomolécula. En tal sentido, se ha demostrado que muchas lesiones mutagénicas son producidas
por la interaccion de la cromatina con radicales OH'. Las 2/3 partes del dafio al ADN se atribuyen
a su interaccion con esta especie, y por eso es considerada como la mas dafiina.

Si bien algunas lesiones del ADN son estables y ocasionan serias consecuencias, es posible
que luego de exposiciones a dosis bajas de Rl se restablezca rapida y eficazmente la estructura
molecular. La mayoria de las lesiones pueden ser reparadas mediante un sistema coordinado de
mecanismos celulares. Cuando este sistema falla y la reparacién es defectuosa se instauran
mutaciones. Asimismo, cuando hay rupturas en ambas cadenas o estén muy préximas, el punto
clave es que haya suficiente espacio entre ellas para posibilitar el acceso a la maquinaria de
reparacion y que no se dificulte el proceso.

Por otra parte, es importante tener en cuenta el entorno celular donde se recibe la irradiacién.
Dado que el 60 - 70 % de las lesiones radioinducidas por baja LET son por accién indirecta, la

presencia de altas concentraciones de secuestradores de radicales libres, reduce marcadamente
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la generacion de lesiones genotoxicas y por ende de mutaciones y aberraciones cromosomicas.
Por tanto, las moléculas donantes de H, como las que contienen grupo sulfhidrilo (-SH), pueden
neutralizar las especies reactivas y generar proteccion celular. Ademas, el dafio radioinducido
también dependera de la presencia de oxigeno, avido secuestrador de reductores. El oxigeno
sensibiliza a la célula por su unién con los radicales generados sobre el ADN. Al combinarse con
ellos aumenta su vida media y fija el dafio. Es un potente radiosensibilizador (aumenta el efecto
de lairradiacion). A baja LET, en anoxia, es necesario multiplicar la dosis de 2,5 a 3 veces para
obtener el mismo efecto que en presencia de oxigeno. Se llama OER (del inglés Oxigen Enhan-
cement Ratio) a la relacion entre las dosis necesarias para obtener el mismo efecto, segun con-
diciones de anoxia o de oxigenacién normal. De esta manera, la instauracion de radicales sobre
la desoxirribosa o bases nitrogenadas, son el resultado de la competencia entre el oxigeno y la
presencia de radioprotectores celulares (por ejemplo, grupos tioles).
A continuacién, se describen las diferentes lesiones inducidas por la Rl sobre el ADN.

Tabla 1. 3. Clase y frecuencia de dafios endégenos y radioinducidos al ADN.

Clase de Lesion al ADN/célula diploide/dia E"d"’bg;:‘;ss;meta' (R!::i“c‘::; T_‘i’;r(;:‘:)
Ruptura de Simple Cadena 55000 1000
Pérdida de bases puricas 12000 0
Pérdida de bases pirimidinicas 600 0
Dafio de Bases (desaminaciones, oxidaciones, etc) > 4000 2500 - 3000
Destruccién de Azucares (oxidacion) ? 1200
Ruptura de Doble Cadena 8 40
Lesiones Multiples Localizadas ? 3.65
Entrecruzamientos ADN-ADN 8 30
Entrecruzamientos ADN-Proteina pocos 140

Dano de Bases

Las radiaciones ionizantes oxidan las bases nitrogenadas mediante el ataque de los radicales

OH'. El doble enlace del C5-C6 de las purinas y pirimidinas es el sitio de reaccién, generando
productos e intermediarios de vida corta. En relacion a esta saturacion de los anillos, puede su-
ceder desestabilizacién del enlace N-glicosidico y la formacién de un residuo de desoxirribosa
abasico (sitios apurinicos o apirimidinicos). Ademas, la pérdida de bases también resulta de la

hidrélisis espontanea del enlace N-glicosidico.
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Figura 3.3. Izquierda: Bases Nitrogenadas (1). Derecha: secuencia de tres nucleétidos (2)
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Las bases pirimidinicas son mas radiosensibles que las puricas. El orden decreciente de ra-
diosensibilidad es: timina, citosina, adenina, guanina. Se estima que el dafo de bases, conside-
rando el secuestro de radicales libres, puede triplicar a las rupturas de simple cadena. Probable-
mente el oxidante mas dafino es el radical OH" y uno de sus productos caracteristicos es la 8-
hidroxiguanina. Por otra parte, la accién directa de la Rl puede expulsar un electron de las posi-
ciones C5 - C6 insaturadas y el cation resultante puede reaccionar posteriormente con un ion
hidroxilo. No obstante, el nivel espontaneo de fondo inflige mayor niumero de sitios dafiados en

el ADN, que los ocasionados por radicales libres de la RI (ver tabla 1.3).

Rupturas de cadena simple (SSB: del inglés Single Strand Break)

Son lesiones muy habituales producidas por la accion indirecta de la radiacion. Se generan a
nivel de la union fosfodiéster entre el fosfato y la desoxirribosa, frecuentemente luego del des-
prendimiento del hidrégeno del azucar por el ataque del radical OH'. Asimismo, por accién directa
de la radiacioén, el sitio de dafio puede ser la desoxirribosa. Se producen aproximadamente 1000
SSBs/célula de mamifero/Gy para radiacion de bajo LET. Su niumero puede triplicarse en células
oxigenadas. La frecuencia de formacion de estas lesiones es lineal a la dosis y mayor para ra-
diaciones de baja LET. En cuanto a su reparacion, el proceso suele ser rapido, inferior a una

hora y en general no tienen impacto sobre la letalidad.

Rupturas de cadena doble (DSB: del inglés Double Strand Break)

Estas lesiones implican la discontinuidad de las dos cadenas del ADN a pocos nucleétidos de
distancia una de otra. A pesar que se producen normalmente en los linfocitos durante la forma-
cion de anticuerpos, es el dafio de mayor trascendencia bioldgica inducido por la radiacion. Si
bien en su formacién estan involucrados tanto los mecanismos de accion directa como indirecta,

los primeros son mas distintivos para la radiacién de alta LET. Asimismo, pueden formarse por
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la accion de un OH' sobre la desoxirribosa, con transferencia del radical sobre la segunda ca-
dena, o por el ataque de varios radicales OH", formados sobre la trayectoria de la misma particula
0 en sitios vecinos a ella. Su formacioén sigue un arreglo lineal a la dosis, indicando que son
generadas por haces simples de radiacion.

En cuanto a su significancia genotoxica, estas lesiones son las mas notables, en tanto pueden
conducir a mutaciones, deleciones (pérdida de material) y cuando interactian entre ellas, abe-
rraciones cromosomicas severas, pudiendo derivar en transformacién celular, carcinogénesis o
letalidad. En términos de su reparacion, no sélo debe considerarse la brecha originada, sino
también el tipo de extremos formados. En relacion, la mayoria de las rupturas radioinducidas
presentan terminales inusuales o danados, que evitan su reparacién a través de mecanismos

simples de ligacion.

Destruccion de Azicares

El radical OH® también sustrae atomos de hidrogeno de la desoxirribosa y puede producir su
liberacion y la formacion de una SSB. También puede modificar el azicar generando un sitio

abasico. No obstante, estos cambios suelen ser poco frecuentes.

Entrecruzamientos

El ataque del OH" provoca la formacion de entrecruzamientos intra e intercadenas del ADN y

entre ADN y proteinas. Su frecuencia es la quinta parte que la de SSBs.

Daios Multiples Localizados (DML)

Estos cambios también conocidos como lesiones agrupadas, consisten en conjuntos de rup-
turas de las cadenas del ADN, asociados a dafio oxidativo de las bases nitrogenadas, dispuestos
sobre una distancia de 10 a 20 nucleétidos. Por ejemplo, sitios abasicos y SSBs en una o dos
vueltas de la hélice que han sido generados por una sola trayectoria de radiacion. Estas lesiones
pueden producirse con dosis bajas de radiacion tanto de alta como baja LET y dependen de la
densidad de ionizacién. Dada su complejidad son dificiles de reparar. En principio son letales,
pero algunas pueden ser mutagénicas y ligadas a inestabilidad gendmica y cancer. Mientras que
el nimero de lesiones aisladas para una dosis letal es del orden de 10° a 108, el correspondiente
a DML es menor a 100, lo cual indica una mayor eficacia bioldgica.

En términos de mayor significancia, las DSBs y DML son las lesiones responsables de los
efectos deletéreos de las radiaciones, dado que son los dafios mas complejos para resolver. No

obstante, cabe mencionar que para radiaciones de bajo LET, la presencia de secuestradores de
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OH' en concentraciones altas, reducen a mas de la mitad la produccién de DSBs, SSBs, y con-

secuentemente las mutaciones, aberraciones cromosomicas y muerte celular.

Dimeros de Pirimidina

Las radiaciones ultravioletas (UV) producen lesiones particulares en el ADN. Algunas son
similares a las de las RI: modificaciones y dafios oxidativos de bases, SSBs DSBs y entrecruza-
mientos. Por otra parte, las UV de baja longitud de onda UVC (220 - 280 nm) y UVB (280 - 320
nm), se absorben especificamente por las bases nitrogenadas y puede provocar la reaccion entre
dos timinas adyacentes de la misma hebra. Asi se forma a partir de sus dobles enlaces anulares,
un sistema triciclico con un anillo de ciclobutano. Esta lesién caracteristica se conoce como di-
mero de timina e impide el apareamiento complementario con las adeninas, originando una
estructura incompatible con el giro de la doble hélice y paralizando la replicacion, dado que la
polimerasa no puede reconocer esta estructura (en estos dimeros de pirimidina, se establecen

enlaces covalentes).

Figura 3.4. Formacién de un dimero de pirimidina por accién de la radiaciéon UV.
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Nota. (Gerriet41, Public domain, via Wikimedia Commons)

Como este tipo de radiacion no tiene tanta penetracion, generalmente induce sélo lesiones
en la piel, que responden a efectos tempranos por exposicién al sol, como eritemas, envejeci-
miento e induccién de cancer (de tipo baso y espinocelular). Las personas de piel clara con ni-
veles bajos de melanina en la epidermis muestran un fenotipo sensible a los rayos UV, que tiende

a quemarse en lugar de broncearse después de la exposicion.
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Figura 3.5. Influencia de la pigmentacién en el riesgo de cancer de piel.

| Il Ml IV Vv Vi
Pigmentary phototype
(Fitzpatrick scale)

UVsensitive, UV resistant,

UV phenotype e i e Tan, neverbuin

Cancer risk

Nota. (John D’Orazio, Stuart Jarrett, Alexandra Amaro-Ortiz and Timothy Scott, CC BY 3.0, via Wikimedia Commons)

Segun lo expuesto y lo que conocemos de cursos previos, entendemos que el ADN es una
molécula preciosa. Codifica informacion vital sobre el contenido y la funcién celular. Sélo hay dos
copias de cada cromosoma en la célula y una vez que se pierde la secuencia, no es posible
reemplazarla. La naturaleza insustituible del ADN lo distingue de otras moléculas celulares y lo
convierte en un objetivo critico para el deterioro relacionado con la edad y la accién de agentes
ambientales. Si bien hay que tener presente que muchos de estos dafios pueden ser estables o
repararse incorrectamente con serias consecuencias bioldgicas, también hay que considerar que
tanto las lesiones espontaneas o inducidas sobre el ADN, son plausibles de reparacion. A ello

nos abocaremos en el siguiente punto.

Mecanismos de reparacion del ADN

Con tres billones de pares de bases, el genoma humano es atacado de manera constante por
mutagenos endégenos y ambientales (ej. RI). Dado que el mantenimiento de su integridad es
esencial para la vida de la célula, los sistemas bioldgicos han evolucionado gracias a componen-
tes que permiten detectar y reparar los danos que se producen en él. Existen varios sistemas
enzimaticos, desde simples a complejos, que posibilitan la reparacion de lesiones del ADN y
cobran significancia para la supervivencia celular. De esta manera, hay un control entre el nu-
mero de errores que suceden y los que se pueden corregir. Mientras que los mecanismos efi-
cientes resultan en una baja tasa de mutacion, su ineficacia lleva al aumento de la inestabilidad
genética y en situaciones extremas, cuando suceden mutaciones en enzimas de reparacion, se
presenta hipersensibilidad a agentes genotdxicos y cancer.

Estos sistemas enzimaticos, se fueron gestando desde las primeras formas de vida por la
necesidad de resguardar al genoma y se han conservado a lo largo de las distintas especies. El
estudio en bacterias, levaduras, roedores y desérdenes humanos, ha posibilitado comprender

que la reparacion de distintas lesiones implica especificidad en su reconocimiento y eliminacion,
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y que también hay mecanismos globales para familias de lesiones. Asimismo, se observé que
estos sistemas pueden diferir en la fidelidad de la reparacion; es decir el grado en el cual son
capaces de restaurar la secuencia salvaje. Si bien la mayoria liberan a la célula de errores (y no
implican mutaciones), otros le posibilitan sobrevivir con ellos. Por ejemplo, ciertos dafios pueden
ser ignorados por las polimerasas, que continian su proceso aun con el riesgo de desencadenar
ciertos cambios. Por otra parte, hay vias reparativas para el dafio mitocondrial, otras para dafo
nuclear y algunas que actuan sobre ambos genomas. También hay sistemas abocados al ge-
noma transcripcionalmente activo, que evitan la interrupcion de la actividad celular dependiente

de esas zonas.

Figura 3.6. E/ Premio Nobel de Quimica 2015 fue otorgado conjuntamente a Aziz Sancar, Paul

Modrich y Tomas Lindahl, por sus estudios en los mecanismos de la reparacién del ADN.

Nota. Holger Motzkau, CC BY-SA 3.0, via Wikimedia Commons.

En nuestra especie, el proceso integral de reparacion comprende aproximadamente 130 ge-
nes, entre los que se incluyen los de sefalizacion y regulacion. Abarca desde mecanismos mul-
tienzimaticos, a los resueltos por una sola enzima. En general, mientras las lesiones endégenas
son simples de reconocer y se reparan correctamente, las inducidas suelen ser de mayor com-
plejidad. No obstante, el dafio por radiaciones puede ser reparado eficazmente, como se eviden-
cia en la desaparicion de las rupturas a las pocas horas de su generacién. Sin embargo, como
todo tiene un limite, el aumento de la densidad de las lesiones en un volumen reducido, puede
impedir la accién coordinada de los distintos sistemas enzimaticos. Por eso, a dosis altas de
radiacion, se reduce la eficacia de estos mecanismos y se forman reordenamientos incorrectos
o letales. Dado que el tiempo de reparacion varia segun la complejidad de la lesién y el sistema
puesto en funcionamiento, observando la cinética de reparacién se tiene una nocion de la jerar-
quia del dafio.

Antes de referir a algunas de estas vias moleculares, es importante aclarar que si bien la
reparacion representa al proceso por el cual se restaura la funcién de la macromolécula del ADN
(por ejemplo, la replicacion), no necesariamente indica que se recupera la funcién génica (pro-

teina funcional). También son importantes los mecanismos de eliminacién de mutagenos, que
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evitan las lesiones antes que se produzcan (Capitulo 5). Asi, podemos comprender que la recu-
peracién celular, involucra un proceso amplio e integral, orientado al incremento de la sobrevida
o disminucion del dafo tisular, cuando el tiempo permite que esto ocurra.

Si bien hay diversas vias de reparacion del ADN, a continuacion, se aludira a los mecanismos

centrales que participan en la resolucion del dafio genotdxico descripto oportunamente.

Reversion directa de la lesion

En algunos casos, la forma mas inmediata de resolver una alteracion, es la reversioén directa
de la transformacién ocurrida. Un ejemplo es la reparacion de los dimeros inducidos por la luz
UV, que distorsionan la molécula del ADN e impide fisicamente su replicacion y transcripcion.
Esta lesion es reconocida y escindida por una enzima fotoliasa, mediante una reaccién de trans-
ferencia electrénica iniciada por absorcion de luz visible y regenerando las bases originales. Esta
enzima tiene como coenzimas FADH: y un cromdforo que absorbe la luz e inicia la transferencia
de electrones. En la oscuridad operan otros sistemas. Este mecanismo es primitivo y conservado
en la escala zooldgica, esta presente en mamiferos marsupiales, pero no en los placentarios.
Otro ejemplo lo constituye la reversion de bases modificadas por agentes alquilantes (ej. O6-
metilguanina, O6-etilguanina). Los grupos alquilo pueden ser eliminados de la base por una al-
quiltransferasa, que los transfiere a un residuo de cisteina de su propio centro activo. Dado que
la catdlisis inactiva a la propia enzima y no puede regenerarse, se deben sintetizar nuevas mo-
léculas para mantener el proceso reparador. Por lo tanto, el sistema se satura si hay un exceso

de estas lesiones.

Figura 3.7. Proceso de fotorreactivaciéon enzimatica.
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Figura 3.8. Proceso de reversién directa por alquil-transferasas.
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Este sistema alude a la reparacion de lesiones que se basan en la eliminacion de bases ni-
trogenadas, nucleotidos o segmentos defectuosos de ADN y su reemplazo con la estructura co-
rrecta. Constituye un proceso complejo, con varios pasos y diversas proteinas. Se inicia mediante
el reconocimiento de la lesion, que puede ser una base alterada o un cambio tridimensional. El
proceso genérico se compone de una etapa previa caracteristica y etapas avanzadas comunes.

Siempre implica la sintesis de un fragmento de ADN.

Mecanismo general de reparacion por escision de nucleoétidos

También conocido como “NER” (del inglés Nucleotide Excision Repair), es un proceso en el
cual intervienen proteinas que reconocen diversas alteraciones, que suelen distorsionar la doble
hélice (dimeros de timina, bases con sustituyentes voluminosos). En nuestra especie es una via
canoénica para el dafio genotéxico inducido por el humo del tabaco. Actua en la reparacion global
del genoma y también en una actividad acoplada a la transcripcion, que revisa y repara el ADN
antes de ser transcrito.

Este mecanismo presenta unos 30 polipéptidos diferentes y comienza con el reconocimiento
de la lesion por proteinas que componen el complejo de reparacion. Posteriormente, durante la
fase de escision, un complejo con endonucleasas hidroliza los enlaces fosfodiéster de la hebra
lesionada, a ambos lados de la lesion. Luego, una helicasa favorece la separacion del oligonu-
cledtido. Sigue la sintesis restauradora, donde una ADN polimerasa, por elongacién del ex-
tremo 3°-OH formado en el corte, rellena el hueco generado. El uso de la otra cadena como
molde asegura que se incorpore la secuencia correcta. Finalmente, una ADN ligasa une el ex-
tremo 3°-OH recién sintetizado con el extremo 5°P formado en el corte de la hebra original, ce-
rrando la mella (fase de sellado). Este mecanismo actua sobre la hebra molde del ADN, repa-

rando las regiones que se transcriben activamente.
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Reparacién por escision de bases

También conocido como “BER” (del inglés Base Excision Repair). A través de este meca-
nismo se aborda la resolucién del dafio de bases, reparando lesiones sutiles que al no distorsio-
nar al ADN no pueden ser reconocidas por el sistema anterior. Puede corregir dafios por hidrélisis
(desaminacion o pérdida de bases), oxidacion por radicales libres y alquilaciones. En este pro-
ceso, durante la fase de escision, no se elimina el nucledtido sino la base dafada o incorrecta.
Una N-glicosilasa reconoce la base anémala o mal emparejada, e hidroliza el enlace N-glucosi-
dico establecido con la desoxirribosa, formando un sitio abasico (hay N-glicosilasas especificas
para las diferentes bases). Una vez generado el sitio abasico, se produce el corte de la hebra de
ADN junto a esa desoxirribosa que no esta unida a la base nitrogenada. Las endonucleasas AP
(de apurinico - apirimidinico), hidrolizan el enlace fosfodiéster originando una mella. En eucario-
tas este corte genera un extremo 3’-OH, y a partir de este punto el mecanismo es el conocido,
dando lugar a la accién de la ADN polimerasa, que elonga sustituyendo el nucleétido abésico y
en ocasiones varios mas (introduce la secuencia correcta por complementariedad con la hebra
molde). En eucariotas hay dos versiones de este proceso: la reparacion de un solo nucleétido y

la reparacion de un tramo mas largo.

Figura 3.9. Esquemas de los mecanismos de reparacién por escision de nucleétidos y de bases
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En adicién, hay algunos mecanismos que actdan proximos a la ocurrencia de los cambios,
evitando su perpetuacién en la replicacion. Por ejemplo, hay una enzima uracilo ADN glicosilasa,
que recorre el ADN para reconocer estas bases extrafias (uracilo) en su estructura evitando su
incorporacion. Los uracilos pueden formarse por desaminacién espontanea de la citosina. Tam-
bién hay otros procesos que corrigen errores ocurridos durante la replicacién o errores que la
impiden. Por ejemplo, reparacion de emparejamientos incorrectos, donde se elimina la base

errénea o el segmento que la contenga.

Mecanismos de reparacion de rupturas de doble hebra

Estas lesiones si bien son menos frecuentes, son mas letales, en tanto no reparadas llevan a
la pérdida de fragmentos cromosémicos y son una amenaza para la vida celular. También son
perjudiciales si estdn mal reparadas, dado que se desestabiliza el genoma y conducen a reorde-
namientos que pueden tener serias consecuencias. Este tipo de dafio puede repararse mediante
dos mecanismos principales: Recombinacion Homoéloga (RH) y Unién de Extremos No Homolo-
gos (NHEJ del inglés: Non-Homologous End Join).

Recombinacién Homéloga (RH)

En la reparacién de DSB mediada RH, se utiliza la cromatida hermana como molde, para
sintetizar la nueva cadena en el locus lesionado (Figura 3.10). El proceso estd mediado por la
proteina Rad51 con ayuda de otros miembros (Rad52, BCRA 1, BCRA 2). Dado que las croma-
tidas hermanas son idénticas entre si, el dafo del ADN se puede reparar fielmente sin conse-
cuencias genéticas. Varios estudios han mostrado que la HR es mas activa en las células madre
embrionarias y en el desarrollo embrionario temprano, en comparacion con las etapas tardias del
desarrollo y las células somaticas.

La falta de HR en células detenidas en GO no es inesperada, ya que este proceso esta res-
tringido a la fase G2/M del ciclo celular, cuando esta disponible una cromatida hermana. Si bien
puede usarse un cromosoma homologo como molde en células que no se dividen, esto es menos
frecuente y se explica porque las cromatidas hermanas estan muy proximas después de la repli-
cacion del ADN, en contraste con los homdlogos que no estan emparejados en la mitosis y pue-
den ser mas dificiles de reunir. La expresion de la proteina Rad51 esta regulada por el ciclo
celular; se vuelve indetectable cuando las células entran en senescencia replicativa. Por lo tanto,

la via principal para la reparacion de DSB en células G1/G0 de mamiferos es NHEJ.

Unién de Extremos No Homélogos (NHEJ)

En contraste con la via anterior, esta ruta simplemente fusiona los dos extremos rotos, con
poca o ninguna consideracion por la homologia de secuencia. NHEJ comienza con la uniéon del
heterodimero Ku70 / Ku80 a los extremos rotos del ADN, facilitando el reclutamiento del com-

plejo Artemis-DNA-PKcs, que procesa los extremos para que puedan ligarse. Posteriormente,
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los huecos se rellenan por una ADN polimerasa y los extremos se unen covalentemente mediante
el complejo XRCC4-ADN ligasa IV. Este mecanismo rara vez esta libre de errores y conduce a
deleciones o inserciones, aumentando la inestabilidad gendmica y eventualmente promoviendo

la carcinogénesis.

Figura 3.10. Esquema de los mecanismos de reparacion de DSBs.
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Significancia de los mecanismos de reparacion

Tanto el dafio exdgeno como enddgeno al ADN desafia constantemente la estabilidad de
nuestro genoma y aumenta la frecuencia de errores en la replicacién del ADN. Por ende, la re-
paracion eficiente del ADN es vital para mantener la permanencia del genoma y es tacita la sig-
nificancia de los problemas que pueden devenir cuando alguno de estos mecanismos no fun-
ciona. Hay diversos sindromes humanos que responden a ello y estdn asociados a cancer y
trastornos degenerativos. Por ejemplo, en Ataxia Telangiectasia se observa una mayor sensibi-
lidad al dafio inducido por rayos X y en Xeroderma pigmentosa, la deficiencia en alguno de los
genes del sistema de reparacion por escision de nucleétidos, impide remover los dimeros de
pirimidina. De esta manera, la acumulacién de lesiones concluye con este tipo particular de can-
cer de piel.

Asimismo, hay evidencia que las vias de reparacion del ADN se vuelven menos eficientes con
la edad, lo cual también conduce a la acumulacién de mutaciones. Varios estudios han sefialado
la disminucién de la expresion de las enzimas reparadoras o de su actividad, en relacién al paso
del tiempo. Un trabajo realizado en gemelos, donde se analizan 216 individuos de 40 a 77 afos,
demuestra que mientras la reparacion de SSB se mantiene hasta la vejez, la respuesta a las
DSB disminuye con la edad. Dado que la respuesta al dafio del ADN es un proceso estrictamente
controlado, es tentador especular que se vuelve menos eficiente o desregula con la edad. Sin
embargo, como la mayoria de los sindromes de envejecimiento prematuro son causados por
mutaciones en los genes de reparacion del ADN, es razonable suponer que el envejecimiento
normal es causado, en parte, por la disminucion de la capacidad de reparacién del ADN. La
secuencia general de eventos puede ser la siguiente: las mutaciones espontaneas y los reorde-
namientos deterioran gradualmente la funcién de los genes involucrados en la respuesta al estrés
y la reparacion del ADN. La reparacion del ADN se vuelve menos eficiente y mas propensa a
errores, lo que lleva a una acumulacion en cascada de dafos y mutaciones, que exacerban aun
mas el deterioro fisiologico relacionado con la edad. Sin duda alguna, por mas que nos cueste
aceptarlo estamos programados para ser simples mortales.

Por otro lado, el mecanismo de reparacion del ADN en si, no es perfecto. Las mutaciones
proporcionan material para la seleccion natural y adaptacion. En la naturaleza, los organismos
no viven indefinidamente y a menudo sucumben por la depredacion o accidentes, antes de acu-
mular suficientes mutaciones para mostrar envejecimiento. De esta manera, sin la existencia de
ninguna presion para invertir en un sistema perfecto de reparacion del ADN, este se volvio vul-
nerable. Las diferencias colosales en la esperanza de vida entre las especies animales, sugieren
que existe un amplio espectro de cuan "imperfectos" pueden ser los mecanismos de manteni-
miento del ADN.
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Figura 3.11. Anciano en pena (en las puertas de la eternldad) Van Gogh

Nota. Fuente: https:/historia-arte.com/obras/anciano-en-pena-en-las-puertas-de-la-eternidad

Respuesta al daino en el ADN: DDR

Como conclusién de este capitulo podemos pensar que luego de la exposicion a Rl, se
genera una interaccion dinamica entre la cantidad de lesiones inducidas en el ADN vy la res-
puesta celular a ese dafio, conocida como DDR (del inglés: DNA Damage Response) que de-
termina el resultado bioldgico segun el contexto celular y organico. Las lesiones iniciales del
ADN causadas por la exposicion a Rl son proporcionales a la dosis y desencadenan la DDR,;
una cascada de sefializacién que detecta el dafio y activa varios mecanismos de reparacién
del ADN, lleva a la detencién del ciclo celular y si es necesario, a la activacién de la defensa
antioxidante y otras vias relevantes. La activacion de la DDR y la ramificacién hacia vias es-
pecializadas (p. €j., supervivencia frente a apoptosis 0 HR frente a NHEJ), depende de varios

factores, como la dosis, la tasa de dosis, tipo de radiacion, transferencia de energia lineal, tipo
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de célula y microambiente celular. Luego de una exposiciéon a dosis bajas, se supone que la
DDR posibilita reparar la reducida cantidad de lesiones inducidas en el ADN y también, genera
resistencia a las tensiones genotdxicas posteriores (respuesta radioadaptativa). Tal adaptacién
puede durar lo suficiente como para suprimir las tasas de mutacion, inestabilidad gendmica,
senescencia/envejecimiento y carcinogénesis causadas por las dosis altas o especies reacti-
vas de oxigeno generadas enddgenamente, fendmeno conocido como hormesis. Por otra
parte, si el dafio radioinducido en el ADN es alto (por lo general, por encima de una cierta dosis
umbral que puede variar segun el tipo de célula/organismo), la capacidad de la DDR desenca-
denada es insuficiente para completar la reparacion. Esto provoca consecuencias perjudicia-
les, como mutaciones, inestabilidad gendmica, transformacién neoplasica o disfuncién tisular.
La interaccién entre el DDR y el dafo del ADN es, por lo tanto, dinamica y depende de una

multitud de factores determinados contextualmente.

Figura 3.12. Interaccion entre el dafio al ADN y la respuesta ejecutada para resolverio.
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CAPITULO 4

Fundamentos genotoxicos y citotoxicos

de los efectos bioloégicos radioinducidos
Alba Giierci

Figura 4.1. Paisaje de mariposas. Salvador Dali.

Nota. Sierra Valenti X. Un dermatélogo en el museo. Fuente: http://xsierrav.blogspot.com/2017/02/dali-y-el-adn-i-la-do-
ble-helice-de-la.html
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Mutaciones

Como hemos visto y es bien sabido, el ADN sufre diversos cambios o lesiones en su
estructura por la interaccién permanente con su entorno. Cuando estas modificaciones no
pueden ser resueltas correctamente, se instauran en la molécula de forma permanente. Asi se
definen a las mutaciones, como un cambio estable en el ADN de una célula que se transmite a
su descendencia. La estabilidad implica que se perpetue durante la replicacion del ADN en cada
copia nueva y que permanezca en cada una de las células hijas.

En la diversidad de los organismos, las mutaciones junto con el proceso de recombinacién
meidtica, constituyen la principal fuente de variabilidad genética. En tal sentido, cobran un interés
especial para procesos vitales tan significativos como la evolucién de las especies, la identidad
de un individuo, la dinamica u origen del proceso carcinogénico, el diagnostico prenatal o el
tratamiento de determinadas patologias.

Estos cambios, pueden originarse espontaneamente por errores durante la replicacién del
ADN o reacciones que ocurren sobre esta molécula, o también ser inducidas por agentes fisicos,
quimicos o biologicos (mutagenos). Si bien en la replicacion existe un mecanismo que permite
corregir el 99,9 % de los errores que suceden, el numero de divisiones celulares desarrolladas a
lo largo de la vida de un individuo, hace significativo el nUmero de estas posibles alteraciones.
También las bases nitrogenadas pueden sufrir cambios espontaneos (desaminaciones oxidativas
que interfieren con al apareamiento) o perderse por inestabilidad del enlace N-glicosidico. El
propio metabolismo celular puede generar mutagenos endogenos (radicales libres) que
reaccionan con las bases o nucleétidos, modificandolos. De esta manera, las mutaciones mas
frecuentes se generan debido a situaciones o a la accion de agentes del ambiente intracelular.
Por otra parte, se han descripto los dafos de las radiaciones ionizantes sobre el ADN, y se ha
calificado a este agente como un mutageno fisico.

Las mutaciones pueden darse a lo largo de todo el genoma, tanto en secuencias codificantes
como no codificantes y tanto en el genoma nuclear como en el mitocondrial (en este caso se
heredan via materna). Si bien se generan al azar y todas las zonas del genoma tienen la misma
susceptibilidad a ellas, cuando ocurren en regiones codificantes desencadenan peores
consecuencias. Dado que pueden afectar tanto a la secuencia que codifica la informacién, como
a la secuencia que controla su expresion (reguladora), pueden alterar a la proteina, como asi
también a su sintesis. Asimismo, los cambios codificantes pueden afectar de diferente manera a

la secuencia de aminoacidos, distinguiéndose asi entre mutaciones silenciosas y no silenciosas.

Mutaciones Silentes, Silenciosas o neutrales: no se detectan fenotipicamente
y por ende no estan sujetas a ventajas o desventajas evolutivas, ni influyen en la
susceptibilidad frente a enfermedades, pero si pueden originar diversidad genética

a nivel poblacional (variantes polimorficas).
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Mutaciones NO silenciosas: el cambio en la secuencia de nucleétidos afecta a
la secuencia de la proteina, en tanto codifica aminoacidos diferentes. Segun
como perturbe la funcién de la proteina pueden ser beneficiosas (menos del 1

%) o deletéreas.

En cuanto al tipo de célula, las mutaciones pueden ocurrir tanto en células germinales, como
somaticas. En el primer caso, se producen durante la gametogénesis y pueden transmitirse a
todas las células descendientes del cigoto, formado a partir de la union de ese gameto. Su
importancia esta dada segun la funcién celular que afecte. Si es esencial, puede derivar en la
inviabilidad del organismo y el aborto. Sino, provocar una enfermedad hereditaria. No obstante,
algunas mutaciones pueden ser beneficiosas. En general estos cambios son infrecuentes y la
mayoria de ellos recesivos. De ser letales no se detectan pues no alcanzan la concepcion.

Por el contrario, las mutaciones que suceden en células somaticas, solo se transmiten a sus
células hijas (mitosis), no al organismo completo. Pueden afectar a cualquiera de los 46
cromosomas, de células de cualquier tejido del cuerpo, tanto durante el desarrollo como en la
vida adulta. Si bien pueden determinar caracteristicas normales o patolégicas, nunca son
heredables. No obstante, son los cambios mas frecuentes y en aumento, dada la exposicion a
mutadgenos. También se exacerban con la edad y la alteracién de los mecanismos de reparacién
del ADN. Es importante mencionar que pueden ocasionar graves problemas clinicos, como por

ejemplo cancer, si afectan genes que controlan el ciclo celular.

Figura 4.2. Colores del cancer.
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Nota. Las mutaciones en células somaticas son cambios fundamentales para el proceso carcinogénico.
Se irén instaurando segun la exposicion del tejido a mutagenos y la predisposicién genética individual.

Considerando la magnitud de estos cambios, podemos hablar de MICROLESIONES o
mutaciones puntuales, si involucran uno o pocos nucleétidos. Son los cambios comunmente
conocidos como “Mutacion”. Las MACROLESIONES o aberraciones cromosémicas involucran

grandes rearreglos. Las lesiones de orden intermedio se dan sobre secuencias repetidas del ADN.
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Cuando el cambio sucede en una region génica (estructural o reguladora) puede alterar su
mensaje y llevar a una enfermedad hereditaria, monogénica o mendeliana, en tanto su forma de
transmision sigue las leyes de Mendel.

Finalmente podemos mencionar que estas modificaciones en la secuencia del ADN
responden a tres causas generales: sustituciones, deleciones o inserciones de nucledtidos. En
cuanto a las sustituciones, implican literalmente un cambio de nucledtido y son comunes tanto
en zonas codificantes como no codificantes. Mientras las fransiciones aluden a cambios de bases
del mismo tipo (puricas entre si o pirimidinicas entre si), las fransversiones refieren a cambios
de una base purica por una pirimidinica (o viceversa). Si bien estas ultimas tienen el doble de
posibilidades de ocurrir, se ha observado que los cambios mas frecuentes son las transiciones,
especialmente en zonas de ADN no funcional. Por otra parte, mientras que Deleciones consisten
en la pérdida de uno o mas nucledétidos de una secuencia, las Inserciones son lo contrario: la
aparicion de uno o varios nucleétidos adicionales. Ambos cambios suelen ser comunes en el
ADN no codificante, pero no en el ADN codificante. Cuando afectan esta zona, pueden ocasionar
un cambio en el marco de lectura y presentar un efecto drastico a nivel proteico.

Para visualizar lo expuesto, si la secuencia original fuera: 5’ABCDEFG3’, una sustitucion
seria: 5"ABCXEFG3’ (de igual longitud); una delecién: 5’ ABCEFG3’ (segmento mas corto) y una
Inserciéon: 5’ ABCXDEFG3" (segmento mas largo).

Figura 4.3. Cambios moleculares que llevan a la instauracion

de mutaciones de punto.
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Aberraciones cromosomicas

Desde las primeras décadas del siglo XX, a partir de investigaciones realizadas en Drosophila

y Tradescantia, se pudo comprobar que las radiaciones ionizantes no soélo inducen
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modificaciones celulares y genéticas sino también alteraciones estructurales en los cromosomas
(ACE, cambios citogenéticos). Las DSBs constituyen las lesiones criticas para instaurar estas
alteraciones que dificultan la division celular y fundamentan la letalidad. La irradiaciéon puede
inducir rupturas con extremos desapareados y asi cohesivos, propensos a reunirse con otros
extremos similares estableciendo estas “aberraciones cromosomicas”. Ya en 1938 Sax propone
su Teoria Clasica que la irradiacion induce rupturas en uno o mas puntos de los cromosomas (o
cromatidas), originando fragmentos que pueden resolverse de distinta manera: 1) las lesiones
pueden restituirse correctamente y recomponer la configuracién original; 2) pueden fallar en la
reunién, dar lugar a la pérdida de fragmentos y originar una delecién; 3) los extremos de las
rupturas pueden reunirse con otros extremos de otras rupturas, redistribuyendo los fragmentos
y originando cromosomas diferentes a los originales. Estas fusiones ilegitimas pueden darse
en el mismo o diferente cromosomas. En este caso, la proximidad, la densidad de ionizacién en
la trayectoria y distancia recorrida por la radiacién, son elementos fundamentales. Considerando
que los cromosomas se ubican en dominios nucleares particulares y que esta localizacion difiriere
con el tejido, determinados arreglos seran histoldgicamente mas representativos unos que otros.
La teoria de Revell, por otra parte, plantea que la irradiacién genera una inestabilidad localizada,
reactiva con zonas inestables de cromosomas vecinos, dando intercambios y originando ACE
(1958). Finalmente, otro modelo propone la unién de fragmentos en sitios no danados, pero
homologos en secuencia.

En términos moleculares, se propone que la fusion entre las DSBs interactuantes, estaria
mediada por el mecanismo de reparacion no homoéloga (NHEJ). La aberraciéon cromosémica se
generaria cuando dos o mas fragmentos doble cadena, del mismo o distinto cromosoma (vecino),
se unen ilegitimamente. Cuando hay muchas rupturas, es posible que los diversos fragmentos
del mismo cromosoma se unan a diferentes sitios del genoma, formando aberraciones complejas.
Asimismo, los intercambios son mas frecuentes que los intracambios, y la diferencia es mas
acentuada para radiaciones electromagnéticas. No obstante, las radiaciones corpusculares
pueden inducir rearreglos mas complejos, dado que en su trayectoria se generan varios puntos

de ruptura (fue observado en linfocitos de astronautas).

Figura 4.4. Formacion de translocaciones cromosémicas debido a DSBs

en cromosomas no homaélogos.
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Teniendo en cuenta la respuesta observada, se puede pensar que la trayectoria de un
electrén rapido puede romper un cromosoma en varios lugares y generar intercambios
proporcionales a la dosis, independientemente de la tasa, si es baja. A mayores dosis y tasas,
es mas probable que las DSBs se formen por trayectorias independientes de distintas particulas.
De esta manera, para radiaciones de bajo LET, la formacién de estos cambios sigue una relacion
lineal cuadratica. EI componente cuadratico respalda la interaccion entre diferentes lesiones y
desaparece cuando la tasa es baja, debido posiblemente a la reparacion. Corresponde a uniones
entre fragmentos derivados de rupturas causadas por dos o mas trayectorias electronicas
diferentes, sobre el mismo cromosoma o mas frecuentemente sobre dos. Para radiaciones de
alto LET, la relacion es lineal, mostrando que cada particula actua independientemente y de
manera constante, sea cual sea la tasa y la dosis. También se destaca que la formacién de AC
disminuye con la disminucién de la tasa de dosis y la LET, situaciones que favorecen el proceso
de reparacion.

Por otra parte, considerando que los cromosomas representan el maximo grado de
condensacion de la cromatina durante la division celular, las aberraciones que se observan en
metafase pueden incluir al cromosoma o a la cromatide. Las primeras resultan de la irradiacion
de la célula en interfase temprana (G1/G0), antes de la duplicacion del ADN. En este caso, si la
ruptura radioinducida afecta sélo a una cadena de la cromatina, durante la fase S la cadena se
replica idéntica y replica asi la ruptura radioinducida (involucrando la cromatida). Si ambas
cadenas estan rotas, el proceso generara una aberracion tipo cromosoma. Por otra parte, si la
exposicion ocurre mas tarde, cuando ya pasoé la fase S y el material se ha duplicado (G2), las
rupturas o intercambios seran observados en una sola cromatida (aberraciones tipo cromatida
o subcromatida). En este caso, lejos del centromero, los brazos pueden estar separados y es
razonable suponer que la radiacion puede alterar una cromatida sin afectar la hermana (al menos

no en el mismo lugar). Ambos tipos pueden observarse después de la irradiacién en la fase S.

Figura 4.5. Dario en metafase segun la lesion y etapa del ciclo celular donde

se produjo la irradiacion.
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Si se tiene presente que pueden formarse muchas clases de aberraciones cromosomicas,
entendemos que puede ser mas util limitarnos a describir aquellos rearreglos que resultan letales
(inestables) para la célula o que sin comprometer la viabilidad estan involucrados en la
carcinogénesis. Dentro del primer grupo se encuentran distorsiones groseras como dicéntricos,
anillos y puentes en anafase. La formacion de dicéntricos involucra un intercambio entre dos
cromosomas separados. Si se produce una ruptura en cada uno de ellos en G1 y los extremos
cohesivos estan proximos pueden unirse. Este intercambio puede ser replicado luego en fase S,
dando como resultado un cromosoma distorsionado con dos centromeros. También resultan dos
fragmentos sin centrédmero (acéntricos) que pueden perderse en la siguiente metafase. En el
caso de los anillos, la radiacion puede inducir una ruptura en cada uno de los brazos de una
cromatide, tempranamente en el ciclo celular. Los extremos pegajosos pueden unirse formando
un anillo y un fragmento. Posteriormente, durante la fase S el cromosoma replica. Nuevamente
los fragmentos acéntricos pueden perderse durante la division celular. Mientras la frecuencia
espontanea de dicéntricos es 1/ 1500 células, la de anillos céntricos es 10 veces menor. En
cuanto a la frecuencia de dicéntricos radioinducidos, se ha observado que disminuye con la tasa
y el fraccionamiento, pero aumenta con la LET. Finalmente, otra aberracion particular
corresponde a los puentes en anafase. Ocurren por rupturas tardias en la fase G2 luego de la
replicacion, e involucrando ambas cromatidas del mismo cromosoma. Los extremos pegajosos
pueden reunirse incorrectamente en una unién “hermana”. Durante anafase, cuando cada set
cromosomico migre a polos opuestos, se formara un puente con la seccién de cromatina entre
los dos centromeros. Los fragmentos se pierden porque son acéntricos. Estos cambios groseros
son siempre letales en tanto inducen “muerte reproductiva” de la célula.

Al mismo tiempo, tenemos dos tipos de rearreglos que no son letales (estables): las
translocaciones reciprocas y las deleciones pequefias. Una translocacién involucra rupturas en
dos cromosomas, antes de ser replicados (G1), e implica intercambio entre los cromosomas
lesionados. Estan asociadas a varias enfermedades, como linfomas y ciertas leucemias (por
activacion de oncogenes). Recordemos que los cromosomas no estan dispuestos al azar.
Algunos son mas propensos a estos cambios (por ejemplo, el cromosoma 8 y 9). Si se produce
una ruptura en un cromosoma puede originarse una delecion terminal. En el caso de las
deleciones intersticiales se involucran dos rupturas en el mismo brazo y conduce a la pérdida
de la informacion genética entre ellas. Esto puede impactar en la activacion de genes supresores
de tumor, si estan en esa zona. También, como en el caso de ciertos tumores tiroideos infantiles,
se pueden observar inversiones, es decir cambios que involucran un giro de 180 grados del
segmento que queda entre dos cortes, antes de volver a reunirse en el mismo cromosoma.

Como observacion particular, se destaca que los reordenamientos gendmicos se vuelven mas
comunes a medida que los organismos envejecen, en ultima instancia, conduciendo a la

desregulacion de la transcripcion y a las neoplasias,
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Figura 4.6. Dicéntricos, anillos y fragmentos radioinducidos, observados durante metafase

mediante microscopia optica a 1000 aumentos.

Nota. Gentileza Lic. Maria Rosa Taja. Laboratorio de Dosimetria Biolégica. Autoridad Regulatoria Nuclear (ARN)

Dosimetria biolégica

Las aberraciones cromosdmicas en linfocitos periféricos, han sido ampliamente utilizadas
como biomarcadores de exposicion a la radiacién. En muestras de sangre obtenidas para
evaluacion citogenética, luego de pocos dias o semanas desde la exposicion total del cuerpo
a la radiacion, la frecuencia de anillos y dicéntricos es indicativa de la dosis recibida. Estas
células de la sangre en Go, se estimulan para dividirse con fotohemaglutinina y se detienen
en metafase para el analisis de aberraciones cromosoémicas estructurales. La dosis puede
estimarse, a partir de la comparacién con cultivos celulares expuestos in vitro a dosis
conocidas. Como se menciond oportunamente, estos arreglos siguen una relacion lineal
cuadratica con la dosis (esperable de la interaccién de dos rupturas cromosémicas). El
componente lineal es una consecuencia de que las dos rupturas resultan de la interaccién
de una particula cargada simple. Si las dos rupturas resultan de distintas particulas, la
probabilidad es una funcién cuadratica de la dosis. Si se contabilizan un numero suficiente
de metafases (entre 500 a 1000) la evaluacién citogenética puede detectar la exposicién
reciente y total del cuerpo, hasta 0.25 Gy. El estudio puede ser util para distinguir la
exposicién real cuando no se conoce el escenario, como ocurre en accidentes.

Es importante mencionar que la vida de los linfocitos ronda los 1500 dias y sufren
recambio lento del torrente sanguineo. Esto hace que la circulacion con aberraciones
inestables (dicéntricos que no pasan la division celular) vaya disminuyendo con el tiempo
luego de la exposicion. En el caso de las translocaciones (aberraciones estables), si bien
son mas dificiles de detectar suelen persistir mas (se han detectado pasados mas de 50 afios
de las exposiciones de Hiroshima y Nagasaki). Si bien su frecuencia correlaciona bien con

la dosis total recibida y se asemeja a la de dicéntricos, cuando transcurre mucho tiempo de
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la exposicion no se consideran para dosimetria bioldgica. Con respecto a la cuantificacion
de anillos, rupturas, inversiones y otros intercambios, podria ser subjetiva y necesita aun de
revisiones y validaciones. La vida media de los linfocitos con cambios inestables es de 3
afos y mayor tiempo para aberraciones estables.

En cuanto a las dosis, pueden observarse aberraciones cromosémicas estructurales a
partir de 0,1 Gy. Entre 0,5-2 Gy en promedio se podria encontrar una aberracion/célula. Para
radiacion gamma a 0,5 Gy se esperan 2 dicéntricos/100 células. A dosis bajas son dificiles

de detectar por potencia estadistica insuficiente o debido a su eliminacién por reparacion o
muerte celular.

Figura 4.7. Funcion matematica que explica el dafio cromosémico letal.

-

Aberraciones por célula

‘.a-""

Dosis Absorbida (Gy)

Nota. Metafase con dicéntricos (izquierda). Gentileza Lic. Maria Rosa Taja. Arreglo lineal — cuadratico (derecha).

La aplicacion de la dosimetria bioldgica permite resolver diversos escenarios de exposicion,
como por ejemplo accidentes médicos. También, en el caso de astronautas, mineros del uranio
o habitantes de lugares con altos niveles de radiaciéon (Kerala, India), se han observado
diferentes aberraciones cromosémicas en sus linfocitos periféricos.

Como corolario se destaca que las aberraciones cromosOmicas representan
macrolesiones que no han sido bien reparadas y se correlacionan con la letalidad y
mutagénesis radioinducida. Asi comprendemos porque consideran una de las bases de los
efectos tisulares radioinducidos.
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La significancia de la muerte para la vida

“La muerte y la vida son transformaciones incesantes. No son el final de un principio. Una vez que
consigamos comprender este principio, podremos dar igual valor a la vida y a la muerte”
-Chuang Tzu (369-286 a.C.) citado en S. Critchley, El libro de los fil6sofos muertos.

Figura 4.8. La muerte de Pablo Escobar. Fernando Botero.

Nota. https://historia-arte.com/obras/muerte-de-pablo-escobar
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Muerte celular

Como hemos visto, la radiacién ionizante induce modificaciones en los cromosomas. Si bien
el efecto depende de la estirpe celular, carga genética y momento en el que ocurra la exposicion
(fase del ciclo celular), estos cambios llevan a la pérdida del potencial replicativo de las células.
En términos de muerte celular, los procesos no programados como la Catastrofe Mitética, la
Muerte Diferida y la Muerte Inmediata, junto con las vias programadas de Senescencia,
Apoptosis y Autofagia constituyen las rutas canoénicas de los sucesos letales. La medida en la
que cada uno de estos procesos acontece, no solo depende de la dosis de radiacion, sino
también de la integridad de ciertos genes, como por ejemplo p53, con funcién crucial para la

apoptosis y senescencia inducidas por la radiacion, entre otros agentes citotoxicos.

Figura 4.9. Consecuencias letales de la irradiacion.

Catastrofe
Mitotica .
Senescencia

Muerte

Diferida Apoptosis

Autofagia
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Inmediata
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Catastrofe o muerte mitoética

Este tipo de muerte celular alude a la incapacidad de ejecutar eficazmente la mitosis. Se
correlaciona con la presencia de aberraciones cromosomicas no reparadas, generalmente de
gran envergadura. Es la principal via de letalidad provocada por la radiacién ionizante y que
prevalece en células epiteliales.

La catastrofe mitotica implica la induccidon prematura a mitosis, antes que terminen las fases
S y G2. Comienza con la condensacion desigual y precoz de la cromatina alrededor del nucleo.
El proceso es promovido por la inhibicion de proteinas que controlan el ciclo celular en G2 (ATM,
ATR, CHK1, CHK2 y p21). En etapas avanzadas, se hincha el citoplasma y aumenta la
permeabilidad de la membrana plasmatica; posteriormente hay lisis citoplasmatica con
destruccion de organelas (mitocondrias) y dispersién del contenido celular en el espacio

intercelular. El nucleo se mantiene hasta etapas avanzadas y luego se degrada.
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Este tipo de muerte puede ocurrir en la primera divisiéon celular o subsiguiente a la
exposicién a radiaciones ionizantes. Las mitosis aberrantes producen segregacion atipica de
los cromosomas y la divisidon celular implica formacion de células gigantes, con morfologia
nuclear aberrante, nucleos multipolares (aparecen luego de una multiplicacion anarquica de
centrédmeros) y micronucleos que se eliminan por exocitosis ocasionando la pérdida de

material genético.

Muerte diferida

En el caso que la irradiaciéon induzca aberraciones cromosémicas mas leves que dicéntricos
o rearreglos complejos, generalmente se logra la division celular y transmision de los cambios a
las préximas generaciones. Las translocaciones, deleciones o inversiones son compatibles con
la sobrevida y escapan de su eliminacion por muerte celular. No obstante, las células con estos
cambios pueden morir mas tarde o demostrar inestabilidad cromosémica mediante clones con
anomalias cariotipicas, que evolucionan a lo largo de las divisiones celulares y llegan a una
muerte diferida. Asi, este proceso correlaciona con bajo potencial clonogénico y frecuentemente

aparicion de microcolonias,

Figura 4.10. La persistencia de la memoria. Salvador Dali..

Nota. Fuente: https://historia-arte.com/obras/la-persistencia-de-la-memoria

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 67


https://historia-arte.com/obras/la-persistencia-de-la-memoria

PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

Muerte inmediata

Ocurre a minutos o pocas horas de producida la exposicion a dosis altas de radiacion. Puede
interpretarse como un suicidio celular, dado por el agotamiento energético debido a la sintesis
masiva de polimeros. La hiperactivaciéon de la enzima PARP-1 inducida por las SSBs, promueve
la elongacion de polimeros de ADP ribosa con gasto de NAD* Esta sintesis intensiva de
polimeros es acompafada por un gasto vertiginoso de NAD* y disminucion concomitante de ATP,
lo que lleva a la muerte rapida de la célula. Los cambios morfoldgicos cursan con pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica, activacion de los lisosomas y degradaciéon de las

organelas (principalmente mitocondrias).

Senescencia

Alternativamente a la induccién de apoptosis, la activacién y sobreexpresién de p53 por
radiacion ionizante y subsecuente expresion de p21, llevan a detener irreversiblemente el ciclo
celular en G1. Este fendmeno se observo en fibroblastos diploides y células tumorales expuestas
a una dosis de 40 a 60 Gy (unicas). Este arresto del ciclo celular sin proceso litico, tiene como
funcién eliminar la capacidad reproductiva. No obstante, la célula continua metabdlicamente
activa. Dado que las células irradiadas acumulan dafo clastogénico, este proceso podria
responder a un mecanismo de proteccion carcinogénico. Pero también, representar una
alternativa de evasion de las células tumorales hacia el dafo radioinducido: permanecer
arrestadas hasta que las condiciones del microambiente las estimulen y puedan avanzar

generando recidivas, mucho tiempo después de la radioterapia.

Apoptosis

Este término griego, alude a la caida otofial de las hojas de los arboles. Su analogia celular
busca describir como a partir de ciertos estimulos, una célula activa el camino que la lleva a su
muerte. El proceso programado desde el genoma, tiene como funcién mantener la homeostasis
en distintas poblaciones celulares y sucede tanto en condiciones fisioldgicas (desarrollo
embrionario, desprendimiento del endometrio, etc.), como asi también, en patologias
oncoldgicas, SIDA y otras virosis (hepatitis B o C).

Durante la apoptosis se observan cambios morfoldgicos de la célula, como la condensacién
de la cromatina en la periferia nuclear y su posterior fragmentacion. También la célula se
redondea y reduce el volumen celular, conservando aun la membrana plasmatica. Finalmente,

se forman “pseudoépodos” y se pierde la integridad. Si bien junto con cambios en las organelas

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 68



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

se originan cuerpos apoptéticos caracteristicos, los macréfagos suelen ingerir previamente a las
células, antes que formen estas estructuras.

Existen tres cambios moleculares que caracterizan la apoptosis: 1) activacion de caspasas
(cisteina-proteasas), 2) fragmentacion de la cromatina y algunas proteinas y 3) cambios de la
membrana plasmatica y reconocimientos de macrofagos, que resulta en la fagocitosis celular. La
activacion de las caspasas (punto central del mecanismo), posibilita el clivaje de proteinas vitales
y la desorganizacion del andamiaje nuclear y del citoesqueleto citoplasmatico. También se
activan endonucleasas que degradan al ADN nuclear.

La apoptosis se puede ejecutar por tres vias diferentes, segun la dosis de radiacion y estirpe
celular. Generalmente, la radiacién ionizante induce la via intrinseca, que implica un aumento de
la permeabilidad mitocondrial y liberacion de moléculas proapoptéticas hacia el citoplasma, como
el citocromo-c, y la formacién del apoptosoma. También se puede dar la via extrinseca a través
del receptor de muerte. Finalmente, la Via de estrés de membrana involucra la liberacion de
ceramidas y sefalizaciéon a través de un segundo mensajero. En los dos primeros casos es
determinante la activacion de p53 en relacion a la respuesta al dafo en el ADN (DDR) y

oportunidad de arresto del ciclo celular. Veamos en que consiste cada via.

Via intrinseca (o mitocondrial)

Se inicia con estimulos internos como el dafio genético irreparable, la hipoxia o el estrés
oxidativo severo, entre otros. En el caso de la irradiacion, esta via se instaura luego de la
induccion de SSB y DSB sin posibilidad de reparacion. La respuesta a este dafio al ADN se
constituye por el tipo de activacién de p53, dando mayores posibilidades hacia la apoptosis que
a la detencién del ciclo celular. Este factor de transcripcion se acumula en el nucleo y activa la
expresion de genes proapoptoticos (BAX, entre otros) y reprime la expresion de genes
antiapoptoticos (BCL2, entre otros). Asi, el control del evento ocurre por proteinas
(proapoptéticas o antiapoptoticas) que gobiernan la permeabilidad de la membrana mitocondrial
externa, abriendo (BAX) o cerrando sus poros (BCL2). El balance entre proteinas pro y
antiapoptoticas determina si se va a iniciar o no el proceso. El mismo, se pone en marcha y
avanza mediante caspasas que se van activando por clivaje proteolitico (dado que son
sintetizadas de forma inactiva). Esta cascada apoptoética depende de la estabilizacion de p53,
por inhibicién de su degradacién por el proteosoma y también de eventos en la mitocondria.

Bajo condiciones normales BCL-2 esta presente en la membrana y ejerce efecto antioxidante
manteniendo el poro cerrado. Cuando predomina BAX, se abre el poro y libera el citocromo c,
que se une a una proteina adaptadora (ApaF1: factor de activaciéon de proteasa apoptética 1) y
forma un complejo (Apoptosoma) donde se ensamblan procaspasas iniciadoras para clivarse y
activar a otras procaspasas, induciendo una reaccion en cascada. Posteriormente, hay
protedlisis de proteinas de reparacion, de ensamblaje de la cromatina y de polimerasas. En la

etapa final se liberan nucleasas y se degradan proteinas de sostén de la membrana plasmatica.
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Como punto singular, se menciona que algunas proteinas de choque térmico (HSP) que
interfieren con la formacion del apoptosoma e impiden este proceso en células tumorales,

podrian ser blanco de terapias de radiosensibilizacion.

Figura 4.11. Secuencia de sucesos programados.

APOPTOSIS

APOPTOTICO

Nota. Tanto la apoptosis como la senescencia dependen de la activacién de p53

Via extrinseca (o del receptor de muerte)

La apoptosis radioinducida también puede darse por esta via candnica, que se activa por p53,
cuando los ligandos de muerte se unen a sus receptores. Entre ellos, los mas conocidos son el
receptor del Factor de Necrosis Tumoral TNFa, y una proteina relacionada llamada Fas (CD95).
Tienen un dominio intracelular que luego de su unién al ligando especifico, recluta proteinas
adaptadoras y activa a las caspasas iniciadoras para desencadenar la cascada de reacciones
de sus homologas efectoras. Esta via también puede promoverse por falta de sefiales de

crecimiento o pérdida de adhesién (anoikis).

Via de estrés de membrana

Este proceso es independiente del dafio al ADN y de p53. La Rl induce la formacion de ROS,
que inflige dafio oxidativo a lipidos de la membrana plasmatica e implica la activacion de la
Esfingomielinasa, que lleva a la hidrolisis de esfingomielina de la membrana y se libera ceramida

como segundo mensajero, que conduce a la accion de las caspasas.
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Autofagia

Es un proceso regulado por la célula, que posibilita la degradacion ordenada y el reciclaje de
componentes celulares. Permite eliminar componentes innecesarios o disfuncionales. Se
establece por la digestion de organelas dafiadas, como Cuerpos de Golgi, reticulo endoplasmico
y polirribosomas. Contrariamente a la apoptosis, se degradan las mitocondrias pero se preserva
el citoesqueleto. Asi, los componentes citoplasmaticos se aislan del resto de la célula dentro de
una vesicula de doble membrana conocida como autofagosoma, que se fusiona con un lisosoma,
procesando y eliminando desechos; eventualmente el contenido de la vesicula (autolisosoma)

se degrada y recicla. Las proteinas especificas que se activan son las Catepsinas.

Figura 4.12. Pasos secuenciales del proceso de autofagia.
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Degradacion y reciclaje

La autofagia posibilita la adaptacion celular en condiciones de privacion de reservas
metabdlicas. De esta manera, representa un mecanismo de sobrevida y probablemente es
cardinal para la homeostasis celular. En el caso extremo de inanicién, la descomposicion de
los componentes celulares promueve la supervivencia celular al mantener los niveles de
energia célula.

Por otra parte, este proceso juega un rol importante en la supervivencia de las células
tumorales, que lo usan como una forma de combatir el estrés. Se ha observado que su inhibicién
mejora la eficacia de las terapias contra el cancer. Se ha sugerido que podria ser un proceso
antagonico a la apoptosis radioinducida y constituir un factor de radioresistencia.

La identificacion de genes de esta via en la levadura, posibilitd deducir el mecanismo de este
proceso, considerado de tal significancia, que llevé a la concesion del Premio Nobel de Medicina
al investigador japonés Yoshinori Ohsumi.

Se dara un cierre a esta sesion, resumiendo en la siguiente tabla, los diferentes procesos
letales que puede sufrir una célula de mamifero, luego de ser expuesta a dosis altas de

radiacion ionizante.
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Tabla 1.4. Clases de muerte celular radioinducida en relacion al estirpe celular.

Muer.te Senescencia Muerte M.itét.i ca Apoptosis Autofagia

Inmediata Muerte Diferida
No Programada Programada No Programada Programada Programada
Cél. Epiteliales Fibroblastos (Deficientes en p53)  Linfocitos Neuronas
Cél. Endoteliales Cél. Epiteliales Timocitos Cél. Epiteliales
Miocitos Prostata
Fibroblastos Acinos Salivares

Criptas Intestinales

Curvas de sobrevida

Estas curvas describen la relaciéon entre la dosis de radiacién absorbida por una poblacion
celular y la fraccién de células que sobrevive a esa exposiciéon. Fueron inicialmente realizadas
por Puck y Marcus en 1956, a partir del trabajo con células cultivadas in vitro y posteriormente
en 1959 con animales de laboratorio.

Ante todo, se debe tener presente que la muerte celular puede concebirse de diferentes
maneras. Por ejemplo para células diferenciadas que no proliferan (nervio, musculo, células
secretoras), puede ser entendida como la pérdida de una funcién especifica. En tanto, para
células en proliferacion, como las stem cells del sistema hematopoyético o del epitelio intestinal,
es mas apropiado considerar la pérdida de la capacidad de proliferacion sostenida (muerte
reproductiva). Si bien una célula puede estar estructuralmente intacta y realizar sus funciones
vitales, puede haber perdido su capacidad de dividirse mas alld de algunas pocas veces.
Contrariamente, cuando mantiene la capacidad de proliferar indefinidamente (células tumorales),
es relevante para el ambito de la radioterapia, donde se busca abolir ese potencial clonogénico.
Mientras que en sistemas no proliferantes la dosis para destrozar la funcién celular alcanza a
100 Gy, la dosis letal promedio para lograr pérdida de capacidad proliferativa, usualmente es
cercana a 2 Gy.

A través del ensayo clonogénico (mide la capacidad de una célula de formar colonias
mediante divisiones sucesivas), se ha logrado construir curvas de sobrevida a diferentes dosis
de radiacion, para diversas lineas celulares de mamiferos. Por convencion, se representan en
coordenadas semilogaritmicas. Las dosis se ubican en las abscisas, sobre escala lineal y la
fraccion de sobrevida en las ordenadas, en escala logaritmica. Con exposicion X o y a una tasa
de dosis estandar (1Gy/min), en medio oxigenado, originan frecuentemente una curva de aspecto

convexo con un hombro inicial.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 72



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

Figura 4.13. Efecto de la LET sobre la curva de sobrevida.
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Su abordaje simple refiere que a dosis bajas, para radiacion de baja LET (escasamente
ionizante) como los rayos X, la curva comienza como una trama lineal — logaritmica, con una
pendiente inicialmente finita. Esto es, la fraccion de sobrevida es una funcién exponencial de la
dosis. A dosis mayores la curva forma un “hombro”, en una zona de unos pocos Grays
(probablemente por reparacion de lesiones), y a dosis mayores vuelve a enderezarse y retoma
una funcién exponencial. Este escenario generalmente se presenta en las dosis fraccionadas
utilizadas en radioterapia. Por contraste, para radiaciones densamente ionizantes (alta LET),
como las particulas alfa o neutrones de baja energia, la curva es recta desde el origen,
descifrando que la sobrevida se aproxima a una funcién exponencial de dosis.

Si bien se han esbozado diversas interpretaciones biolodgicas, este Modelo Lineal
Cuadrético (MLQ) es el mas utilizado en el ambito de la Radioterapia, por ser una
representacion adecuada de los datos y presentar dos parametros facilmente ajustables (a 'y
B). Asume que hay dos componentes para el efecto letal de la radiacién: uno que es
proporcional a la dosis, y otro al cuadrado de la dosis. La nocion de un componente de
inactivacion celular que varia con el cuadrado de la dosis, introduce el concepto de accién dual
de la radiacion. Esta idea remonta a trabajos con cromosomas, donde varias aberraciones
cromosomicas eran el resultado de dos rupturas de ADN independientes (dicéntrico, anillo). La

expresioén para la curva de sobrevida es:

S=e —aD- BD? en la cual S es la fraccion de células que sobreviven a una dosis D, y ay B
son constantes.

Cuando el componente del dafio letal proporcional a la dosis, es igual al componente del dafo
letal referido al cuadrado de la dosis: aD= BD? tenemos la relacion D= a/B. Es la dosis en la cual,
ambos componentes contribuyen por igual a la letalidad radioinducida y ayuda a caracterizar el

hombro. Una caracteristica de la relacién linear cuadratica, es que la curva esta continuamente
“doblando”, no presenta un final recto.
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El ajuste de estas curvas a una funcion matematica, da la posibilidad de relacionar y
comparar resultados obtenidos a partir de distintos tipos de células. También de cuantificar el
efecto cuando se modifican determinadas condiciones (tasa de dosis, presencia de
radiomoduladores o factores de crecimiento, etc.). No obstante, se debe tener cuidado al
adjudicar a estas expresiones matematicas un significado biolégico. Si bien estas curvas
presentan buena correlacién in vivo, resta resolver que ocurre con la interaccién de la célula o
tejido irradiado con su microambiente normal o tumoral. Por otra parte, no hay modelo
matematico que pueda integrar la diversidad de lesiones radioinducidas en las células y la
versatilidad de respuesta. Hay diferentes genes que se expresan y la radiosensibilidad varia
con las etapas del ciclo celular o la aneuploidia de ciertas lineas. De esta manera, los modelos
deben considerarse s6lo como una herramienta de analisis matematico.

En términos pragmaticos, el MLQ se utiliza desde hace varias décadas en radioterapia, dado
que presenta un buen ajuste entre 0,5y 10 Gy. La correlacién entre el valor de sobrevida a 2Gy
y la respuesta radioterapéutica es directa. En su uso cotidiano para dosis mayores a 1 Gy, este
modelo permite adaptar y probar alternativas de fraccionamiento a la situacion clinica. No

obstante, para valores menores a 0,5 Gy la diferencia con el dato experimental, limita su validez.

Factores que influyen en la respuesta celular a la irradiacién

Las curvas de sobrevida posibilitaron evidenciar los factores mas significativos que afectan la
respuesta celular a la radiacion. El efecto a una exposicion radiante, no sélo dependera del tipo
de célula y de la dosis o de su tasa, sino también como hemos visto, de la presencia de oxigeno
(grado de vascularizacion del tejido) que exacerba la accion indirecta de las radiaciones o de
radioprotectores que mitigan este mecanismo. Asimismo sera de suma importancia la etapa del
ciclo vital que atraviesa la célula cuando recibe la exposicion.

Las células de mamifero presentan un maximo de radiosensibilidad en G2 y M y un maximo
de radioresistencia en la fase S tardia del ciclo celular. En G1 la sensibilidad a la radiacion es
intermedia, pero varia con la linea celular. Dado que la frecuencia de lesiones genotdxicas
radioinducidas no depende del ciclo celular, se supone que las diferencias de radiosensibilidad
se relacionan con la reparacion. Asi, mientras en mitosis se observa que las rupturas se
mantienen, debido posiblemente a la inaccesibilidad de la maquinaria de reparacioén por el grado
de compactacion de la cromatina, la eficacia de estos mecanismos en la fase S, seria la base de
la alta radioresistencia observada.

En relacién al ciclo celular, también es importante mencionar que la radiacion altera su
progresion (redistribucion radioinducida). En las células de mamifero (salvo las que presentan
mutaciones en ATM), se observa una detenciéon en G2, de aproximadamente 1 hora/Gy. A dosis
menores a 0,1 Gy hay una gran dispersion en la distribucion y resolucion de las lesiones.

Finalizando este punto y como factor de gran significancia se entiende que la calidad de la

radiacion debe ser considerada ante todo, en tanto radiaciones de distinta LET, pueden variar en
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la dosis que produce un respuesta dada, aun en las mismas condiciones. Asi, se define como
Eficacia Biolégica Relativa (EBR), a la relacion de dosis que permite comparar que dosis de una
radiacién particular hay que entregar, para alcanzar el mismo efecto biolégico inducido por una
radiacion conocida. Por ejemplo, la EBR de los protones y neutrones es 10 y la de los rayos X y

y de 1 tomando como referencia la dosis de rayos X de 250 KeV.
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CAPITULO 5
Efectos de la radiacién ionizante
sobre moléculas y estructuras celulares

Eliana Ocolotobiche

Figura 5.1. Galatea de las esferas. Salvador Dali.

Nota. Fuente: https://historia-arte.com/obras/qalatea-de-las-esferas
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Introduccion

La exposicién a Rl interrumpe directa o indirectamente el estado bioquimico de un organismo,
lo que inicia una serie de eventos moleculares. En general cuando uno piensa en la interaccion
de las radiaciones ionizantes con las células, la primera idea que surge hace referencia al dafo
sobre el ADN y a la sefalizacion disparada por dicho suceso. Menos atencién se suele dar, a la
interaccion a nivel citoplasmatico, donde se observa perturbacion de las reacciones intracelulares
de 6xido/reduccion y estas condiciones pueden permanecer durante dias. El cambio del estado
redox normal de la célula, es capaz de gatillar una respuesta protectora o dafina que va a con-
tribuir al efecto final de las radiaciones. Este proceso incluye vias de sefializacion sensibles a
este cambio, activacion de factores de transcripcion, modificaciones en la expresion génica y
actividades metabdlicas que gobiernan la produccién de compuestos oxidantes y reductores.

Las radiaciones ionizantes producen radicales libres en los sistemas vivos, que resultan en
el dafio a moléculas como el ADN, proteinas y lipidos, que en conjunto contribuyen al efecto
biolégico de las radiaciones. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrdgeno (RNS)
radioinducidas, se suman a las ROS que constantemente son producidas por el metabolismo
oxidativo celular. A pesar de que las células estan adaptadas para tolerar cantidades bajas de
ROS, niveles excesivos, que pueden provenir de un desbalance entre produccién de oxidantes
y respuesta antioxidante, producen un estado de estrés oxidativo, que es muy dafiino para la
célula, y caracteristico de ciertas condiciones patoldégicas como la carcinogénesis, la diabetes

mellitus y la ateroesclerosis.

Fuentes de radicales libres

La mitocondria es considerada la principal fuente de radicales libre. El metabolismo oxidativo
se da en este compartimento, conocido como la organela de mayor importancia para la produc-
cion de ATP, molécula indispensable para el organismo porque otorga la energia necesaria para
todos los procesos vitales. Las células obtienen energia de la oxidacién controlada de sustratos
(carbohidratos, grasas, etc), de la cual consiguen equivalentes reductores (electrones) necesa-
rios para la cadena transportadora de electrones mitocondrial. Esta cadena esta acoplada a la
produccién de ATP, siendo el oxigeno (O2) el aceptor final de electrones. Ademas, se obtienen
equivalentes reductores en la forma de NADH y NADPH, esenciales en muchos procesos celu-
lares. Esta estrategia metabdlica a pesar de ser fundamental para la homeostasis celular y ex-
tremadamente eficiente, lleva a la formacién de subproductos como ROS. Asimismo, los Pero-
xisomas poseen una gran cantidad de enzimas que producen H20x.

Cabe sefialar, que los radicales libres no solamente son formados de manera endégena o por
medio de la exposicién a radiaciones. Existen otros factores o fuentes que favorecen la formacion
de estas especies, tales como el tabaquismo, la exposicién a contaminantes del aire y productos

quimicos industriales, las inflamaciones o infecciones y el estrés.
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Figura 5.2. Fuentes de radicales libres.
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Principales especies reactivas

Las especies reactivas de oxigeno incluyen moléculas quimicamente reactivas, derivadas de
oxigeno (o derivadas de nitrégeno en el caso de RNS). Algunas de ellas son extremadamente
reactivas como el radical hidroxilo y otras menos reactivas como el superéxido. Las formas de
ROS mas importantes son el anién superdxido, peréxido de hidrogeno, radical hidroxilo y 6xido
nitrico. El anién superéxido (O2""), es un radical libre muy abundante y el mas comun a nivel
celular, pero no muy reactivo y no es capaz de traspasar las membranas lipidicas. Se produce
en ambientes aerobios ricos en electrones, como la cercania de la membrana mitocondrial in-
terna o por la acciéon de enzimas como la lipooxigenasa o cyclooxigenasa. El peréxido de hi-
drogeno (H20z2), no es un radical libre, dado que no posee electrones desapareados, pero es
una molécula muy importante ya que tiene la capacidad de penetrar membranas bioldgicas y es
intermediario en la produccién de la mayoria de los radicales libres, siendo el radical hidroxilo
uno de los mas importantes. Ademas, es una molécula de sefalizacion intracelular, que inter-
viene en procesos como la regulacion de la concentracion intracelular de calcio. El radical hi-
droxilo ("OH) es muy reactivo y tiene una vida media corta, en tanto reacciona rapida e inespe-
cificamente con los blancos celulares mas cercanos. Es capaz de causar mas dafio celular que
cualquier otro ROS ya que las células no poseen un sistema enzimatico capaz de neutralizarlo.
El éxido nitrico ('"NO) no reacciona facilmente con la mayoria de las biomoléculas, pero si con
otros radicales libres. En concentraciones fisiolégicas funciona como un mensajero intracelular y

también es capaz de atravesar la membrana celular transmitiendo sefiales a otras células. El
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efecto de "NO sobre el estado redox es multifacético, ya que puede actuar como oxidante en
algunas situaciones y antioxidante en otras.

Las ROS pueden reaccionar con la mayoria de las biomoléculas desencadenando una reac-
cion de formacion de radicales libres. Para frenar esta reaccion un radical libre debe reaccionar
con otro radical libre, eliminando el electrén desapareado o con un scavenger (secuestrador) de

radicales libres.

Efecto de ROS y RNS inducidos por radiacién

Figura 5.3. Principales especies reactivas.
Anién superoxido  Peroxido de hidrégeno  Radical hidroxilo  Oxido nitrico

Los efectos perjudiciales de las Rl se asocian principalmente con la sobreproduccion de ROS, lo
que provoca efectos tdxicos en los sistemas bioldgicos. El exceso de produccion de ROS en compa-
racion con antioxidantes enddgenos disponibles conduce al dafio oxidativo. Esto provoca efectos

nocivos en las macromoléculas celulares, lo que lleva al dafio estructural y funcional de las células.

Interaccion con el ADN

El ADN es el objetivo principal de las RI. Como vimos, el dafo radioinducido se caracteriza
por la presencia de purinas y pirimidinas oxidadas, mutaciones puntuales y rupturas de simple
(SSB) y doble cadena (DSB), entre otros. Mientras las SSB a menudo se reparan eficazmente
mediante mecanismos celulares, la reparacion de las DSB es dificil y puede inducir muerte celular
o mutagénesis. Por lo tanto, el dafio en el ADN puede causar cancer, alteraciones en funciones

celulares vitales y envejecimiento.

Interaccion con lipidos

Las membranas bioldgicas estan compuestas principalmente por fosfolipidos, organizadas
como una bicapa lipidica con proteinas transmembrana (que atraviesan la bicapa lipidica), pro-
teinas intrinsecas (proteinas insertas en la membrana) y proteinas periféricas (proteinas asocia-
das a la membrana o a otras proteinas). La localizacion de las proteinas en las membranas no
es al azar, sino que son sintetizadas y localizadas de manera definida, de acuerdo a sus propie-
dades, estructura y funcion.
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Las propiedades funcionales de la MP estan dirigidas principalmente por las proteinas y su
orientacion, pero las propiedades biofisicas estan impuestas por los lipidos. Los parametros bio-
fisicos, como son la fluidez de la membrana, resistencia a cambios de curvatura y tension son
controlados por la naturaleza quimica y concentracion de lipidos. Estos factores impactan direc-
tamente en la funcion de las proteinas transmembrana y como consecuencia en la capacidad de
la MP de regular la comunicacion intercelular. Otros mecanismos que no involucran proteinas,
pero si deformaciones de la MP (endocitosis, exocitosis, fusion de membranas) también estan
determinados por cambios en la composicion lipidica.

El componente lipidico de las membranas celulares tiene una exposicién significativa al entorno
celular acuoso. Aunque la radiaciéon es capaz de dafar directamente los lipidos, el dafio indirecto
inducido por los productos de radidlisis del agua (ROS) es el que contribuye en mayor medida a la
modificacion general de los lipidos por RI. La radiacion induce la peroxidacion de lipidos, en particular
la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados. Estos lipidos poseen enlaces dobles entre algunos
de sus atomos de carbono que son susceptibles al ataque de los ROS. La iniciacion de la peroxida-
cion lipidica ocurre por el ataque de una especie lo suficientemente reactiva como para sustraer un
4tomo de hidrégeno de un grupo metileno (-CH2-) generando un radical lipidico. Esta molécula sufre
rearreglos para obtener un radical lipidico mas estable, que en presencia de oxigeno es capaz de
reaccionar con otra molécula lipidica generando un nuevo radical lipidico y convirtiéndose en hidro-
peroxido lipidico. El nuevo radical lipidico generado puede reaccionar con un nuevo acido graso em-
pezando el ciclo otra vez. De esta manera, la ROS ha iniciado un proceso autoperpetuado de dege-

neracion oxidativa de moléculas lipidicas polinsaturadas.

Figura 5.4. Peroxidacion de lipidos.
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Este proceso conduce a un aumento de la permeabilidad de la membrana, la interrupcién de
los gradientes idnicos y otros procesos y la alteracion de la actividad de las proteinas asociadas
a la membrana. Finalmente la inhabilidad de la MP para mantener la homeostasis idnica puede
resultar en la muerte. Los niveles moderados de hidroperéxido lipidico activan la respuesta al

estrés oxidativo que, cuando resulta sobrepasada, conduce a la apoptosis. Por otro lado, niveles
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altos y generalizado hidroperéxido lipidico, dan como resultado un dafo global a la membrana

celular y al contenido intracelular, lo que desencadena la lisis y necrosis.

Figura 5.5. Perturbacion de la membrana celular por radicales libres.
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Membrana celular dafiada

Los estudios de RI dirigidos a la membrana celular revelaron la induccién de apoptosis a 5-
10 Gy a través de niveles elevados de ceramida. Este resultado se observoé incluso en células
sin nucleo, revelando otra via de dafo celular por Rl independiente del dafio al acido nucleico.
Las ceramidas se generan en respuesta a la irradiacién celular y funcionan como segundos men-
sajeros para estimular una cascada de kinasas y factores de transcripcion que estan involucrados

en diversas respuestas celulares.

Interaccion con proteinas

Las proteinas presentes en el interior de las células son objetivos bioldgicos criticos para el
dafo oxidativo y se ven afectados directa o indirectamente por Rl de muchas maneras, tales
como oxidacion, escision, carbonilacion, entrecruzamiento de proteinas, conversién de aminoa-
cidos y reacciones redox inducidas por ROS. En general, la principal consecuencia de la interac-
cion radiacion-proteina es su desnaturalizacién, es decir una alteracion de la estructura nativa
(mas estable) que modifica su funcionalidad. Asi, al verse afectada la estructura y funcién de las
proteinas, pueden modificarse procesos fundamentales para las células como por ejemplo la

sefalizacion o el trafico celular.

Muerte celular
Tal como analizamos previamente, el estrés oxidativo causa un desequilibrio en el estado

redox de las células, que dafa biomoléculas como proteinas y lipidos, esto puede ocasionar la

despolarizacion de la MP y/o de la membrana mitocondrial precipitando la muerte celular.
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La despolarizacion mitocondrial conduce a la liberacion de citocromo C en el citoplasma, ac-
tivando luego la cascada de caspasas. La activaciéon de la via de las caspasas produce la frag-
mentacién del ADN y escision de proteinas citosdlicas y nucleares, lo que lleva a la muerte celu-
lar. Por otro lado, el dano inducido por las Rl o el estrés oxidativo severo inician otra via de
apoptosis, que estda mediada por la proteina p53 activada. Esta via también lleva a la muerte

celular por intermedio de la liberacién de citocromo C.

Sistema de defensa antioxidante

Los organismos evolutivamente desarrollaron sistemas de defensa antioxidante, para poder neu-
tralizar a las especies reactivas. Un antioxidante es toda sustancia que retarda o previene la oxidacién
de un sustrato oxidable. El sistema de defensa antioxidante se puede dividir en dos grupos: el sistema

enzimatico y el de compuestos antioxidantes de bajo peso molecular (no enzimatico).

Sistemas de defensa enzimatico

Se puede destacar la accion de las enzimas Superéxido dismutasa (SOD), Catalasa y Gluta-
tion peroxidasa (GPx):

La Superoxido dismutasa cataliza la inactivacién del radical O2'". La SOD mitocondrial
contiene Mn (Mn-SOD) y es esencial, ya que en la mitocondria el O2"" se genera en niveles
muy altos debido a la fuga de electrones de la cadena respiratoria. La expresion Mn-SOD es
inducida por estrés oxidativo. La SOD citosdlica que contiene Cu/Zn (Cu/Zn-SOD) parece ser
menos importante que la mitocondrial, dado que animales transgénicos que no poseen la en-
zima funcional presentan un fenotipo aparentemente normal, a diferencia de aquellos ratones
donde la Mn-SOD no es funcional, que mueren pronto luego de nacer. La SOD cataliza la

dismutacion del supedxido:
2027+ 2 H* > H202 + O2

La Catalasa se encuentra principalmente en peroxisomas y mitocondrias donde hay una gran

produccion de H20z2, cataliza la dismutacién del perdxido de hidrogeno.

2H202> O2+ 2H20

La Glutatiéon peroxidasa es una selenoproteina, que utiliza GSH, como agente reductor. Ca-
taliza la reduccién de H202 y otros hidroperéxidos organicos en agua y alcohol. En esta reaccion
dos moléculas de GSH se oxidan a glutation disulfuro (GSSG), y una molécula de hidroperoxidos

organicos en alcohol y agua.

ROOH + 2GSH > ROH + GSSG +H20
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Sistema de defensa no enzimatico

Comprende un conjunto de moléculas antioxidantes tanto hidréfobas como hidrofilicas que
tienen como funcion capturar radicales libres y generar moléculas menos nocivas para la célula.
Dentro de este grupo se destacan las vitaminas C y E, compuestos de selenio y polifenoles.
Asimismo, se ha percibido que el aumento o disminucidn en los niveles intracelulares de grupos
-SH, origina cambios paralelos en la supervivencia celular.

La Vitamina C se encuentra a nivel intra y extracelular en la forma de acido ascorbico (especie
reducida), actua directamente sobre los radicales superoxido, hidroxilo y algunos hidroperéxidos
lipidicos entregando electrones para generar especies mas estables (Figura 5.6), a costas de su
propia oxidacion a acido dehidroascoérbico (especie oxidada).

Dentro de los polifenoles se encuentra un amplio grupo de compuestos que son capaces de
capturar ROS. Pueden ser de tipo lipo e hidrosolubles y se ubican tanto intra como extracelular-
mente. Dentro de este grupo se encuentran la vitamina E, la vitamina A y la ubiquinona (coenzima

Q), entre otros.

Figura 5.6. Sistema de defensa antioxidante no enzimatico.
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Radioprotectores

Los radioprotectores (RP) son todos aquellos compuestos capaces de reducir la toxicidad de
las radiaciones. Si bien la Rl se utiliza en radioterapia para el tratamiento del cancer, ya sea con
fines paliativos o curativos, la exposicion a largo plazo causa efectos secundarios negativos en
el cuerpo, como cancer, enrojecimiento de la piel, disminucion de la inmunidad y dafio grave a
los 6rganos y tejidos. Por tanto, desde el punto de vista clinico, es fundamental desarrollar RP
especificos, que sean capaces de aminorar el dafio sobre tejidos sanos sin ejercer accion cito-
protectora sobre los tumores. Estos compuestos también son importantes en exposiciones ra-
diantes no planificadas, como la radiacion natural de fondo, viajes espaciales y desastres nu-
cleares. Si bien numerosos compuestos quimicos y biolégicos estan siendo examinados en todo
el mundo, entre otras propiedades el RP ideal debe poseer toxicidad minima o nula, preservar la
eficacia antitumoral de la radioterapia, tener un amplio espectro de proteccion sobre tejidos sanos

y érganos, tener un amplio rango de compatibilidad con otros farmacos.

Aminoacidos y otros compuestos

Desde hace tiempo los aminoacidos han sido estudiados como posibles RP, teniendo un pa-
pel importante la cisteamina y las formas decarboxiladas de la cisteina (precursor del glutation).
Muchos compuestos similares con grupos sulthidrilos (SH) han sido testeados y resultaron ser
efectivos como radioprotectores. Los mecanismos implicados en la radioproteccion mediada por
SH incluyen principalmente:

1. Secuestro de radicales libres.

2. Donacién de atomos de hidrogeno para favorecer la reparacion de sitios de ADN dafados.

A pesar de que la Cisteina es un RP, es toxico e induce nauseas y vémitos a las dosis reque-
ridas para radioproteccion. Asi, en 1959, luego de la Segunda Guerra Mundial y dado los eventos
ocurridos en Nagasaki e Hiroshima, la Armada de los Estados Unidos inicié un programa para
identificar y sintetizar drogas que fueran capaces de conferir proteccion a los individuos someti-
dos a radiacion, pero sin la toxicidad de la cisteina. Uno de los primeros hallazgos fue que la
toxicidad de los compuestos se reducia, si el grupo SH se cubria con un grupo fosfato. Una vez
en la célula, el grupo fosfato es liberado y el SH comienza a secuestrar radicales libres (Figura
5.7). Uno de los compuestos mas importantes desarrollados por este programa fue la amifostina,
Unica droga radioprotectora aprobada por la FDA (U.S. Food and Drug Administration) para su
utilizacion en radioterapia. El resto de los compuestos aprobados por este organismo como con-
tramedidas para la radiacion, se clasifican como radiomitigadores. La diferencia se basa en que
los radioprotectores reducen el dafio directo causado por la radiacion y los radiomitigadores,
minimizan la toxicidad después de que se haya administrado la radiacién. Por otro lado, si bien

el énfasis en el desarrollo de la amifostina se baso en proteger a los tejidos sanos de la muerte
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celular causada por la irradiacion, esta droga ademas previene la carcinogénesis radioinducida
en células en cultivo y en modelos de raton. Asimismo, su eficacia fue demostrada para disminuir
la xerostomia en pacientes con cancer de cabeza y cuello sometidos a radioterapia, sin perjudicar
el control tumoral. Se ha propuesto que la amifostina es capaz de estabilizar los sitios de dafo
en el ADN facilitando una reparacion mas lenta y libre de error. No obstante, este compuesto
posee desventajas tales como limitadas rutas de administracién, ventanas de administracion es-
trechas, alto costo y acotada proteccion de los 6rganos. Del mismo modo, concedido en rangos
de dosis operativas ocasiona efectos secundarios graves como vomitos, nauseas, diarrea, nefro
y neurotoxicidad. Para superar estas limitaciones, se estan realizando estudios de compuestos

de origen natural con el objetivo de identificar agentes nuevos, efectivos y no téxicos.

Figura 5.7. Activacién de amifostina mediada por enzima.
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Mecanismos de accién de los radioprotectores

Para analizar los mecanismos de accién de los RP, se deben tener en cuenta los efectos
biolégicos de las RI, tales como el dafo al ADN, la generacién de radicales libres y el resultante
estrés oxidativo y muerte celular. Por tanto, la actividad radioprotectora involucra principalmente
vias bioquimicas, regulando asi los genes de reparacion del ADN y del dafio celular, el secuestro
de radicales libres y disminucién del estrés oxidativo, la inhibicién de la apoptosis permitiendo la
repoblacion de tejidos dafiados. Ademas, muchos productos también tienen propiedades radio-
sensibilizantes en células cancerosas. Esta propiedad es una ventaja afiadida para su aplicacion
en radioterapia para pacientes oncoldgicos.

En relacion con lo mencionado previamente en este capitulo, el uso de suplementos dietarios
con antioxidantes tiene un rol radioprotector. En tal sentido, se ha demostrado que suplementos
de vitamina E mejoran la supervivencia de ratones inoculados intramuscularmente que han sido
sometidos a tratamiento radiante, asi como también se ha observado en humanos. El selenio,
que se encuentra en el ajo, brocoli, granos y legumbres, protege contra la mutagénesis radioin-
ducida in vitro e inhibe también su transformacion celular. Otros metales sobre los que se esta
investigando el poder radioprotector son el hierro, el cobre y el cinc.

Por otro lado, la actividad antihemética, antiinflamatoria, inmunomoduladora, estimuladora del
sistema hematopoyético y antioxidante son algunos de los mecanismos por los cuales algunos
extractos de plantas actuan frente a las radiaciones ionizantes. Compuestos aislados de diferen-
tes extractos como los polifenoles, carotenoides, flavonoides, terpenos, curcumina, quercetina,

licopenos, xantinas, melatoninas, entre otros, han sido propuestos como RP. Su capacidad para

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 85



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

proteger contra las radiaciones ionizantes se atribuye principalmente a su habilidad de secuestrar

radicales libres. Los flavonoides proveen una proteccién significativa para evitar las aberraciones

cromosomicas Yy la letalidad en ratones, cuando son administrados a dosis no téxicas antes de

la exposicién a la radiacion. Su efecto protector ha sido relacionado con su propiedad antioxi-

dante. La isoflavona genisteina, presente en la soja, tiene grandes potencialidades anticarcino-

génicas y ha demostrado un efecto radioprotector en ratones inoculados 24 horas antes de su

exposicion a rayos gamma. La administracion de multiples dosis orales de este compuesto re-

forzo la proteccion contra la letalidad inducida por las radiaciones.

En resumen, las principales propiedades de los RP deben ser:

1.

Antioxidante: Los agentes que tienen la capacidad de prevenir la formacién y/o eliminar
las especies reactivas inducidas por radiacién pueden funcionar como RP. Algunos agen-
tes interfieren con la distribucion del oxigeno en los tejidos irradiados mediante la induc-
cion de hipoxia local (Ej: compuestos sulfihidrilos, RSH). Otros promueven el incremento
de enzimas antioxidantes y/o el secuestro de radicales libres (Ej: curcumina, apigenina,
licopeno, hesperidina, sesamol, resveratrol, glutation)

Antiinflamatorio: La Rl es indirectamente téxica al activar una respuesta inmunitaria, y los
pacientes que se someten a radioterapia suelen sufrir una inflamacion generalizada. Con-
secuentemente, es importante aliviar los efectos secundarios asociados con la inflamacion,
y algunos productos naturales y sus ingredientes activos pueden lograrlo a través de la
actividad antiinflamatoria (Ej: curcumina, apigenina, licopeno, hesperidina, resveratrol).
Antiapoptético: Las Rl son capaces de inducir la apoptosis, es decir, que las células da-
fladas sufren muerte programada. Un agente que inhibe la apoptosis y repara el ADN
puede ser un excelente RP. En tal sentido, varios farmacos y compuestos vegetales tie-
nen la capacidad de activar genes antiapoptéticos e inhibir a los proapoptéticos (Ej: fucoi-
dan, genisteina, hesperidina).

Favorecer la reparacion del ADN y la recuperacion celular: Algunos RP son capaces de
estabilizar las macromoléculas protegiéndolas de la radiacion (Ej: espermidina y esper-
mina pueden interactuar con el ADN). Por otro lado, ciertos compuestos pueden regular
vias moleculares y mecanismos de reparacion que se activan por el dafio del ADN radio-
inducido. Las enzimas que sintetizan precursores de ADN, como la ribonucleétido reduc-
tasa, también tienen un papel importante en su reparacion, dado que concentraciones
celulares mas altas de estas moléculas indispensables, pueden crear un entorno celular
radioprotector. Por lo tanto, los farmacos y productos quimicos que estimulan la actividad
de las enzimas sintetizadoras de precursores pueden funcionar como RP. Entre los com-
puestos que favorecen la reparacién del dafio en el ADN se pueden destacar la curcu-
mina, la apigenina, el sesamol, el resveratrol y el glutation.

Regenerar células hematopoyéticas: La Rl dafia los tejidos hematopoyéticos y disminuye
las plaquetas y el recuento de neutrdfilos. Esta reduccién puede provocar anemia, hemo-
rragia, septicemia, trombocitopenia e incluso la muerte. Para proteger las células del dafo

inducido por R, las células progenitoras hematopoyéticas deben estimularse, mantenerse
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y proliferar desde la médula ésea hasta la sangre periférica. En general, se sabe que la
mayoria de los polisacaridos derivados de plantas, ejercen una eficacia radioprotectora
al actuar como inmunoestimulantes, induciendo la proliferacion de células hematopoyéti-
cas y la secrecion de varias citosinas (Ej: fucoidan, acemannan, B-glucano ginsan). Exis-
ten otros agentes naturales, que no son polisacaridos sino compuestos fenolicos, que

poseen similares propiedades (Ej: sesamol, genisteina, hesperidina).

En la practica clinica, los radioprotectores no se utilizan tan ampliamente como se esperaria,
esto se debe a que sus ventajas se pueden ver ensombrecidas por argumentos relacionados con
la posible proteccion del tumor y la perdida de la ganancia terapéutica. Por tanto, es necesario
robustecer las investigaciones en este area para obtener un conocimiento mas acabado de los

posibles efectos de las sustancias propuestas como posibles RP.

Figura 5.8. Propiedades de los RP.
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CAPITULO 6
Efectos de la radiacion ionizante en el individuo
Alba Giierci

Figura 6.1. Aspetti di vita quotidiana, vomito, Taccuino Sanitatis, Ca. Maestro desconocido.

Nota. Fuente: Dominio Publico.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 90



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

Introduccion

Como hemos visto, las lesiones celulares inducidas por radiacion, en caso de no repararse
correctamente derivan en efectos cardinales como la mutacién o la muerte celular, que son la
base de las secuelas observadas a nivel del organismo. Segun el evento, el resultado sera
diferente para el individuo. Por un lado, puede suceder que cuando se supera cierto nivel de
dosis, se muera un gran numero de células que lleva a la pérdida funcional del tejido. Esto
constituye un Efecto Determinista, cuya probabilidad de ocurrencia y gravedad aumenta por
encima de un umbral hasta su valor maximo (100%), pero es nula por debajo de este valor. Por
otro lado, puede suceder que las células irradiadas sobrevivan, pero con cambios en el genoma,
dando lugar a Efectos Estocasticos, de naturaleza aleatoria. Si la célula que porta la mutacion es
un gameto, podra transmitirse a la descendencia del individuo, dando lugar a un efecto
hereditario. Si en cambio, la mutacion sucede en una célula somatica la consecuencia podria ser
la carcinogénesis. La probabilidad de ocurrencia de estos efectos estocasticos es funcion de la
dosis; no presentan umbral. No obstante, la gravedad no guarda relacién alguna con el nivel de

exposicion (Figura 6.2).

Figura 6.2. Representacion grafica de la ocurrencia de efectos

deterministicos y estocésticos.

ESTOCASTICO

DETERMINISTICO

Probabilidad de Ocurrencia
Probabilidad de Ocurrencia

Dosis Dosis

Tabla 1.6. Fundamentos celulares de los efectos radioinducidos a nivel del individuo.

. Disfuncion del tejido u érgano. ) )
DETERMINISTICO o Muerte: apoptosis, necrosis, etc.
Sindrome Agudo de Radiacion

, Cancer, problemas hereditarios, de- )
ESTOCASTICO ) Mutaciones
fectos congénitos
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Efectos Deterministas

A partir de experimentacion en animales y de informacion obtenida de las exposiciones de
Hiroshima, Nagasaki, como asi también del accidente de Chernobyl, se pudieron describir los
eventos que suceden luego de la exposicion a dosis altas de radiacion ionizante. Estos efectos
se producen cuando todo el cuerpo o parte de él, se expone a dosis de radiacion que inducen la
muerte de un nimero de células, que no puede restituirse por la proliferacion de las células vivas.
Esta pérdida celular puede deteriorar la funcion de un 6rgano o tejido y derivar en un escenario
clinico critico. Estas dosis se alcanzan cuando se supera un umbral, que ha sido establecido en
el valor necesario para inducir el efecto en al menos el 1 - 5% de los individuos expuestos. Tanto
la gravedad de estos efectos como su frecuencia varian en funcién de la dosis.

Segun la forma de exposicion externa o interna, instantanea o prolongada, los efectos pueden
alcanzar a todo el organismo o sélo a una zona. En la sobreexposicion total, la insuficiencia de
organos vitales puede derivar en la letalidad. La disfuncidén se hara evidente, segun la cinética
de recambio celular del tejido afectado. De esta manera, se entiende la razén por la cual dife-
rentes érganos expresan insuficiencia en distintos rangos de dosis. El abordaje de estos efec-
tos considera la distribucion espacial y temporal de la dosis sobre el cuerpo, como se describe

a continuacion.

Sindrome Agudo de Radiaciéon (SAR)

La respuesta del organismo ante una exposicion aguda (minutos), involucra signos y sintomas
particulares dentro de un cuadro clinico que se conoce como Sindrome Agudo de Irradiacion
(SAR). Segun la dosis recibida en todo el cuerpo, se pueden distinguir tres formas de este cuadro:
Hematopoyética, Gastrointestinal y Neuroldgica.

Generalmente, luego del episodio de exposicidon, en minutos u horas siguientes, aparecen
ciertos sintomas que duran sélo unos dias. Esta etapa denominada Prodrémica, es seguida por
un periodo de latencia sin sintomas, que puede durar desde algunas horas a varias semanas.
Luego surgira la fase aguda final, potencialmente letal. En ella se manifiestan diversos sintomas,
vinculados a trastornos hematopoyéticos, gastrointestinales, cutaneos y cerebrovasculares. La
sobrevida y el modo de perecer, dependera de la dosis recibida. Se identificaron tres formas de
muerte que pueden superponerse. A exposiciones muy altas (alrededor de 100 Gy), el deceso
ocurre entre las 24 y 48 horas posteriores, por disrupcion neurolégica y cardiovascular (Sindrome
Cerebrovascular). A niveles intermedios (5 a 12 Gy), la defuncién ocurre sobre los 9 0 10 dias y
estd asociada a diarrea profusa y sangrienta y destruccidon de la mucosa gastrointestinal (Sin-
drome Gastrointestinal). Finalmente, a dosis mas bajas (2,5 a 5 Gy), el fallecimiento ocurre desde
semanas a un par de meses luego de la exposicion y es causado por efectos sobre los érganos
formadores de sangre (Sindrome Hematopoyético). Se produce una deplecion de las stem cells

de tejidos autorrenovables criticos, como el epitelio intestinal y células sanguineas circulantes.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 92



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

Las diferencias de dosis y tiempo reflejan las variaciones en la cinética de renovacion celular

entre los sistemas involucrados y la cantidad de dano tolerable antes de la muerte.

Figura 6.3. Etapas del Sindrome Agudo de Radiacion.
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Fase Prodromica

El tiempo de presentacion de sintomas caracteristicos asi como su severidad y duracién, va-
rian con la dosis recibida. Con algunas decenas de Gy, se espera que aparezcan sintomas a los
5-15 minutos y hasta los 30 minutos. El cuadro permanecera unos dias pero ira disminuyendo
gradualmente en intensidad hasta llegar al Sindrome Cerebrovascular, o en dosis mas bajas al
Gastrointestinal, ambos fatales. A dosis mas bajas, las predicciones son dificiles por la interac-
cion entre muchos factores. Una fase prodromica severa indica prondstico y anuncia al final un
periodo prolongado de aplasia hematoldgica aguda, acompafado por infecciones potencial-
mente fatales, anemia y hemorragia. La duracion de esta fase es inversamente proporcional a la
dosis y puede durar desde pocas horas hasta dos 0 mas semana. Su ausencia y avance hacia
etapas siguientes puede indicar que se recibié una dosis muy alta.

Los signos y sintomas de este periodo, pueden ser gastrointestinales y neuromusculares. Los
primeros involucran: anorexia, nauseas, vomitos, diarrea, constipacion, salivacion, pérdida de
fluidos, deshidratacién y pérdida de peso. Los segundos incluyen: fatiga, apatia, sudoracién, fie-
bre, cefaleas e hipotension. También se ha visto vértigo, taquicardia, irritabilidad e insomnio. Esta
fase contintia con un periodo sin sintomas, donde el paciente puede sentirse bien.

El diagnéstico del SAR puede realizarse mediante datos de laboratorio, por conteo de linfoci-
tos circulantes (sensibilidad: hasta 0,5 Gy), cuya descenso es util para determinar el nivel de
exposicion de manera temprana. Asimismo, el analisis de aberraciones cromosémicas estructu-
rales en estas células, es el ampliamente aceptado y confiable para dosimetria biolégica y su
implementacion se ha establecido en laboratorios de proteccion radiolégica de diferentes paises.

Su limite de deteccion es de 0,2 Gy para rayos X 0 gamma.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 93



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

Tabla 2.6. Sindrome Agudo de Radiacién. Signos y sinfomas esperables.

Neuromuscular Gastrointestinal
Fatiga Anorexia, Nauseas, Vémitos
Signos adicionales esperados para dosis superiores

Fiebre, Hipotension Diarrea inmediata

Sindrome Cerebrovascular

Una dosis de cuerpo entero de 100 Gy de rayos X (o su equivalente de neutrones), ocasiona
la muerte en uno o dos dias. El sindrome puede desatarse a dosis mayores a 50 Gy, con una
fase prodromica rapida y corta. La latencia también es breve y sobre las 4-6 horas desde la
irradiacion, aparece la fase final con sintomatologia neuroldgica y progresando hasta la muerte.

En este nivel de dosis, todos los sistemas organicos se dafian severamente. El dafio en el sis-
tema cerebrovascular que lleva a la muerte rapida, impide que la falla en otros sistemas llegue a
expresarse. Los sintomas varian con la dosis; se observa nausea severa, vomitos y en minutos,
sintomas psiquicos como desorientacion, irritabilidad, pérdida de coordinacidén muscular, proble-
mas respiratorios, diarrea, convulsiones, coma y finalmente la muerte. Si bien no puede precisarse
su causa exacta, la muerte inmediata por este sindrome se atribuye a eventos que suceden en el
SNC. Se presume que el dafo a la microvasculatura, que exacerba la permeabilidad vascular,
ocasiona aumento de fluido cerebral y de la presion endocraneal, con edemas y hemorragia.

Un ejemplo de este cuadro es el accidente nuclear de Los Alamos (1958), donde un trabajador
recibio una dosis entre 39 y 49 Gy de neutrones y rayos gamma (con zonas expuestas a mas de
120 Gy). A pocos minutos del accidente, entr6 en estado de shock e inconsciencia y murié 35

horas después de ocurrido el episodio.

Sindrome Gastrointestinal

Los sintomas caracteristicos se dan luego de la exposicién de todo el cuerpo a dosis entre 6
y 10 Gy de rayos X (o su equivalente en neutrones) y constituyen nauseas, vémitos, diarrea,
anorexia, letargia y lentitud. La diarrea prolongada por varios dias, es indicativa de una dosis
mayor a 10 Gy, inevitablemente fatal. No hay registros de sobrevida a dosis mayores o iguales a
10 Gy. Desde el dia 2 al 5 post-irradiacion dura la fase latente. En la enfermedad manifiesta,
vuelven a aparecer nauseas, vomitos y diarreas con fiebre. Se observan signos de pérdida de
peso, agotamiento extremo y finalmente el fallecimiento entre los 3-10 dias posteriores a la ex-
posicién. La sintomatologia se debe a la lesidn del tramo gastrointestinal y en parte a la de la
médula 6sea. El intestino delgado pierde su mucosa y se da un cuadro de mala absorcién, pér-
dida de liquidos, proteinas y electrolitos, surgiendo deshidratacion y hemorragias intestinales. Se
favorece la infeccion generalizada por los gérmenes del intestino, sobre todo, si hay leucopenia
por afeccion de la médula 6sea y depresion inmunitaria.

Los sintomas y la muerte por este sindrome, se atribuyen a la pérdida de la capacidad de re-

poblacion del epitelio de recubrimiento gastrointestinal. Este epitelio es un tejido autorrenovable
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compuesto de stem cells, células proliferantes y células maduras funcionales. En las criptas in-
testinales mas profundas estan las células que se dividen, suben a las vellosidades y se diferen-
cian como células funcionales (Figura 6.4). En la parte superior de las vellosidades, las células
se desprenden con frecuencia y son reemplazadas por las originadas en las criptas. Una capa
de sélo una célula de espesor, separa los vasos sanguineos del contenido del intestino. Una
dosis de 10 Gy, esteriliza una gran proporcion de estas células en divisién de la cripta, pero
afecta poco a los compartimentos de células diferenciadas y funcionales. Como las células que
mantienen a los otros compartimentos son las que se mueren, no pueden reemplazar a las que
se pierden y el intestino pierde las vellosidades en pocos dias. La tasa de pérdida depende de la
dosis. En el momento de la muerte, las vellosidades son planas y casi sin células (erosion del
epitelio intestinal).

Las personas que desarrollan este sindrome, reciben una dosis mayor a la necesaria para
desarrollar el Sindrome Hematopoyético y la muerte ocurre antes de que pueda expresarse el
efecto sobre este sistema (por la diferencia en la cinética de deplecion). Esta forma del SAR, se

observé en bomberos de Chernobyl quienes fallecieron dias después del accidente.

Figura 6.4. Epitelio de recubrimiento gastrointestinal.
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Sindrome Hematopoyético

La exposicion a dosis de 2,5 a 5 Gy involucra la muerte, si ocurre dafio irreversible al sistema
hematopoyético. La radiacion elimina a las células precursoras mitdticamente activas y asi dis-
minuye el reemplazo de células maduras, rojas, blancas y plaquetas. Estos elementos circulantes
alcanzan un valor minimo en algunas semanas, cuando comienzan a morir y el suministro desde

la poblacion precursora devastada, es inadecuado para reemplazarlas.
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La fase prodromica surge a pocas horas, con vémitos, nauseas y diarreas. Luego de una
latencia que varia segun la dosis (desde dias hasta tres semanas), se manifiesta este sindrome
con marcada leucopenia y disminucién de plaquetas. La inmunidad deprimida lleva a infecciones
graves y fiebre. Asimismo habra hemorragias por trastornos de la coagulacion, agravando la
anemia dada por la lesion medular. El cuadro clinico se acompafia de escalofrios, fatiga, pete-
quias, ulceras bucales y también puede aparecer depilacién. Si las dosis son menores a 3Gy la
médula puede regenerarse y hacia la quinta semana comenzar la recuperacion. Dosis mayores
conducen a la muerte en 2-6 semanas. Este cuadro se vio en operarios y bomberos en Cher-
nobyl, expuestos a mas de 1 Gy. Mientras que algunos no pudieron recuperarse, muchos logra-
ron sobrevivir con cuidado médico.

Con objeto de poder comparar los efectos letales de distintos niveles de dosis, se suele utilizar
el concepto de dosis letal porcentual en funcién del tiempo, con una notacion de la forma DL
50/30 que significa la dosis letal necesaria para matar al 50% de la poblacién expuesta al cabo
de 30 dias. La DL 50/30 esta en el orden de los 2,5 a 3 Gy para el hombre (irradiacion a cuerpo
entero). Si bien dentro de una poblacién hay muchos factores que influyen, el pico de muerte

ocurre a los 30 dias, pudiendo continuar hasta el doble de tiempo (DL 50/60).

Sindrome cutaneo radioinducido (SCR)

Algunas radiaciones de poca penetracién como las particulas Beta o los fotones de baja
energia, pueden depositar exceso de dosis solo superficialmente e inducir lesiones cutaneas
pero sin desencadenar SAR. El Sindrome Cutaneo Radioinducido refiere a efectos sobre la
piel, que comprometen su funcién como barrera fisica e inmunoldgica. Estas quemaduras se
diferencian de las térmicas o quimicas en el retraso en su manifestacion y la desintegracion
tisular recurrente, aun hasta luego de la formacién de escaras o cicatrices. El sindrome com-
prende la afeccion de la proliferaciéon celular junto con procesos inflamatorios; representa la
falla de la regeneracion tisular durante el proceso de cicatrizacion normal. Segun la dosis reci-
bida, el dafio se presenta en horas o semanas y se puede exteriorizar secuencialmente en
forma aguda como picazén u hormigueo, eritema, edema, descamacion seca y humeda, se-
guida o no por lesiones crénicas como necrosis, ulceras, cambio en la pigmentacion y fibrosis.
También puede observarse depilacidon e infecciones crénicas o recurrentes. EI umbral para
eritema es cerca de 6 Sv. Para dosis superiores a 10 Sv, el dafio empeora progresivamente
hacia descamacion seca y luego humeda, ampollas, ulceracién y finalmente necrosis. En rela-
cion, las personas afectadas por accidentes o exposiciones médicas (radioterapia o radiologia

intervencionista) padecen de una calidad de vida disminuida.
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Figura 6.5. Sindrome Cuténeo Radioinducido.
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Nota. Cuadro debilitante similar a quemaduras de segundo grado. Gen-
tileza Dra. Mercedes Portas.

Si bien el proceso es progresivo, su evolucion varia segun el individuo y depende de varios
factores, como la susceptibilidad genética y presencia de comorbilidades. Se ha visto que los
indicadores del proceso inflamatorio podrian ser marcadores potenciales para el seguimiento de
esta patologia, aportando informacion complementaria para el abordaje del paciente. El recluta-
miento y extravasacion de leucocitos circulantes, determina el inicio y progresion de la reaccion
inflamatoria y es organizado por moléculas de adhesion (ICAM-1y 31 Integrina) expresadas por
estas células y células endoteliales. Se ha podido comprobar una expresion significativamente
aumentada de 31 Integrina en linfocitos de los pacientes con SCR respecto de un grupo control,
con mayor expresion en paciente con lesiones mas graves, respecto de aquellos con sintomato-
logia leve. Asimismo, también en estos individuos se observé una alteracién en la homeostasis
de los linfocitos T (CD4+/ CD8+), cuya frecuencia aumentada se ha visto en varios desérdenes
inflamatorios y se determin6 un aumento significativo en los niveles plasmaticos de la PCR (Pro-

teina C Reactiva), marcador de fase inflamatoria aguda.

Efectos deterministas localizados

La respuesta que puede suceder luego que un érgano o tejido en particular haya sido
expuesto a una dosis determinada de radiacién, dependera en gran parte de cuanto pueda
tolerar. Sera decisivo el nivel de pérdida celular y la capacidad de recuperacion inherente al
tejido. Asi se entiende que hay un volumen critico y una organizacién celular responsables
de la disfuncion tisular.

Comenzando por el érgano mas grande del cuerpo, los efectos de la irradiacién de la piel,
dependen tanto de la dosis recibida como del area y profundidad alcanzada. La severidad
respeta la escala de quemaduras comunes: eritema, edema, ampollas, ulceras, necrosis y

esclerosis. A modo de ejemplo, considerando un area aproximada de 3 cm de diametro,
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puede observarse eritema en exposiciones de 3 a 10 Gy, radio-dermitis (seca — exudativa) a
partir de los 10-15 Gy y hasta los 25 Gy y finalmente necrosis a dosis que superan los 25
Gy. Cabe aclarar que si el area es menor se toleran dosis mas altas, lo mismo que si se
administran de manera fraccionada.

Por otra parte, uno de los tejidos mas radiosensibles es el hematopoyético. A partir de 0,5-1
Gy se pueden advertir cambios. Como informacién para la exposiciéon ocupacional, se estima
una dosis umbral mayor a 0,4 Sv/afio para detectar depresién en la hemopoyesis, y mayor a 1
Sv/afo para inducir aplasia medular letal. Bajo otra perspectiva, se evidencié reduccion de leu-
cocitos hasta algunos afios después del tratamiento radiante de mama (Dosis total: 50 Gy).

En cuanto a la vulnerabilidad del sistema digestivo, la zona mas radiosensible es el intestino
delgado. Dosis superiores a 10 Gy en un area grande pueden ser letales, con sintomas como
diarrea, dispepsia, Ulcera, estenosis y obstrucciones. Asimismo, como producto de la fibrosis
inducida, también pueden manifestarse efectos tardios, luego de meses o afios desde la exposi-
cion, en forma de obstrucciones, constricciones, adherencias y hasta perforaciones y fistulas. Al
mismo tiempo, ha sido observado que la funcioén renal puede reducirse con dosis de 20 Gy ad-
ministrados durante 3-4 semanas, con cambios en la hipertension arterial.

En el térax, el 6rgano mas sensible a la radiacion es el pulmén. Luego de su exposicion, se
puede desarrollar neumonitis y posteriormente fibrosis. El volumen irradiado es importante, en
tanto si se ve afectado gran parte de él, la neumonitis puede ser letal. Para exposiciones agudas
los valores de la DLso son 8 - 10 Gy y para exposiciones fraccionadas suben a 20 - 30 Gy. Por
otra parte, el corazén no es considerado como un érgano radiosensible. No obstante, 40 Gy
administrados de manera fraccionada, puede inducir degeneracién miocardica y mas de 60 Gy
derrame pericardico letal. En estos niveles de dosis, también se van produciendo cambios que
llevan al estrechamiento de los vasos y reduccion de la irrigacion.

En lo que respecta a las génadas, el ovario es muy radiosensible. Exposiciones unicas de 2-
6 Gy producen esterilidad temporal. Estos valores suben cuando la exposicién es fraccionada.
Para los testiculos, dosis de 0,1 - 0,15 Gy producen esterilidad temporal y permanente cuando
son mayores a 6 Gy.

En el caso del sistema nervioso, dada su poca capacidad de repoblacién se re-considerd su
categorizacion como radioresistente. El cerebro puede llegar a resistir la exposicion fraccionada
de 55 Gy. La médula espinal menos (35-50 Gy); la lesion radioinducida sera inversamente pro-
porcional a la longitud de médula irradiada. Respecto a los 6rganos de los sentidos, especial-
mente el ojo, hay abundante evidencia que el cristalino es particularmente sensible a la irradia-
cion. Una exposicion cercana a 1 Gy, o de lo contrario 4 Gy administrados de manera fraccio-
nada, pueden derivar con la formacién de cataratas. Del sistema enddcrino, se destaca la radio-
resistencia tanto estructural como funcional de la tiroides. No obstante, el hipotiroidismo es el
efecto deterministico tardio mas frecuente.

Para finalizar, se refiere que los tejidos de soporte, tanto hueso como cartilago, son mas sen-
sibles en fases de desarrollo que en adultos (con escasa regeneracion) y que suelen ser proclives

al trauma e infeccion, luego de la irradiacion.
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Efectos Estocasticos

Figura 6.6. Las manos del doctor Moore. Diego Rivera.
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Nota. https://historia-arte.com/obras/las-manos-del-doctor-moore

Carcinogénesis radioinducida

Como su nombre lo indica, la carcinogénesis es la sucesion de eventos que conducen al
surgimiento de un cancer. Bajo este nombre se redne a un grupo de patologias que si bien afec-
tan a distintos 6rganos, presentan como elemento comun el crecimiento celular ilimitado, invasivo
y potencialmente letal. Su origen es la afeccion del ciclo celular, como consecuencia de anoma-
lias genéticas, que modifican la produccion y funcién de diversas proteinas. Desde el punto de
vista clinico es un proceso complejo, que se evidencia luego de una serie de cambios ocurridos
a lo largo de un tiempo prolongado, denominado periodo de latencia.
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El riesgo de cancer por exposicidén a radiaciones ionizantes (RI) ha sido reconocido casi
desde el comienzo de su uso con fines médicos, estableciendo una dualidad costo - benefi-
cio, que constituye el motivo cardinal de la Proteccion Radioldgica. A partir de estudios desa-
rrollados en modelos in vivo y fundamentalmente del anadlisis de sobrevivientes de la tragedia
de Hiroshima y Nagasaki, como también de individuos expuestos por motivos médicos, se
han identificado factores que influyen en este proceso. De esta manera, se entiende a la
radiocarcinogénesis como un fenémeno estocastico, en el cual las Rl como agentes induc-
tores, tienen la capacidad de inducir mutaciones, aun a dosis bajas.

Si bien el aumento de la tasa de mutacion puede ser el inicio de la evolucidén carcinogé-
nica, la fuerza y diversidad de los mecanismos de defensa del organismo también son clave.
Ademas de las lesiones celulares inducidas por la radiacién, el control de la proliferacién
celular, la vigilancia inmune y la presién del microambiente juegan un papel fundamental. De
esta manera, hoy en dia se concibe mas significativo el rol del estroma que los propios cam-
bios de la célula iniciada, en tanto controla su progreso y devenir. En adicién, algunas pato-
logias de base pueden influir sobre el destino celular, como asi también mutaciones en genes
de reparacion o apoptosis (ejemplo p. 53), que aumentan sustancialmente el riesgo. Atento
a esto, entendemos que la unidad funcional de la radiocarcinogénesis es el tejido. Esto im-
plica, células irradiadas, células no irradiadas y el entorno. Histolégicamente, cada célula
inserta en un microambiente es parte de una red, donde interactia permanentemente con
células del mismo o diferente tejido. Estas interacciones condicionan la detencién o expan-
sién de la proliferaciéon tumoral. Asi, una célula irradiada rodeada de células intactas, en
ausencia de promotores quedara latente o no proliferara. Entre las sefales que establecen
la evolucion carcinogénica, los factores implicados en estrés oxidativo, las citoquinas infla-
matorias y particularmente TFG-B juegan un rol crucial. A modo de sintesis, las caracteristica
habilitantes de este proceso se muestran en la Figura 6.3

La carcinogénesis generalmente lleva dos o tres décadas y puede ser entendida en tres
etapas: una iniciacién, donde se instauran mutaciones en genes que regulan el ciclo celular;
una promocioén, que puede transcurrir tiempo después y comprende la acciéon de diversos
agentes que promueven la adquisicién de nuevas mutaciones (hormonas, inflamacion, etc.)
y una progresioén, que implica el inicio de la multiplicacion celular. En término de mutaciones,
se estima que son necesarios de 6 a 10 de estos cambios (algunas menos en leucemias),
improbables sdélo por azar, excepto si la proliferacién celular es intensa o la inestabilidad
genética alta. Asimismo, ademas de mutaciones y aberraciones cromosémicas, hay cambios

epigenéticos (metilaciones de dinucleétidos CpG), que favorecen el desarrollo tumoral.
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Figura 6.7. Rasgos distintivos del cancer.
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Asimismo, en términos de radiocarcinogénesis, debemos considerar la proteccién ejercida
por compuestos antioxidantes y la activacion de vias de reparacion o muerte celular (apoptosis,
senescencia). Estos procesos difieren en su eficacia segun la dosis, la cual influye en el nimero
y complejidad de las lesiones radioinducidas. Con el aumento de la dosis o su tasa, aumenta el
dafio genotdxico y es mas dificil de resolverlo; ya sea por interferencia entre los sistemas de
reparacion activados simultaneamente, o porque si hay muchas lesiones préximas, aumenta la
probabilidad de interaccién entre ellas.

Por otra parte, experimentos in vitro demostraron que dosis menores a 200 mGy, no al-
canzan para activar la sefalizacion e inducir la reparacion del ADN. Se observd una baja
frecuencia de mutacién, en tanto las células lesionadas mueren o no se dividen. Dentro de
este rango, al aumentar la dosis se activa la apoptosis eliminando células iniciadas y las que
subsisten son controladas por las células sanas. La muerte celular se estabiliza entre 100-
200 mGy para evitar desorganizar al tejido. Entre 0,2 y 1Gy disminuye la letalidad y toma
lugar la reparacion eficaz, que coexiste con la mutagénesis y “algo” de muerte celular, la cual
sera nuevamente disparada con el aumento de lesiones, por exposiciones mayores a 1Gy.
La acumulacién de mutaciones y la desorganizacién tisular ocasionada por muerte de las
células, impulsan por homeostasis la proliferacion celular (para sustituir células perdidas),
favoreciendo el escape de la proliferacién de células iniciadas. Estos mecanismos varian
segun tejido y estirpe tumoral. Asimismo hay que considerar que la eficacia del sistema in-
mune, depende no soélo de su status funcional, sino también de la edad alcanzada por el
individuo. Habitualmente, la frecuencia de mutacion es baja a dosis inferiores a 2 Gy, dado
que células con ADN lesionado mueren o no se dividen. Y en general si hay reparacion, el

proceso es fiel a dosis y tasas bajas.
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Asimismo, se ha sugerido que la exposicidn a dosis bajas disminuiria la frecuencia de cancer,
por estimulacién de las defensas antioxidantes que reducen lesiones genotdxicas y también del
sistema inmune, que elimina células dafiadas. Esta respuesta conocida como Hormesis, si bien

actualmente es tenida en cuenta, sigue siendo discutida.

Figura 6.8. Radio-carcinogénesis.
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Nota. Si bien la mutacion somatica es importante en este proceso, hay otros
cambios para comprender la adquisicién del fenotipo tumoral, causados por la
radiacion y otros agentes. La inflamacién puede ayudar a la ganancia de capa-
cidades celulares distintivas, modificando el microambiente y promoviendo libe-
racién de ROS, significantes para patogénesis tumoral (mutaciones).

De acuerdo a lo expuesto, entendemos que la radiocarcinogénesis es un fenébmeno com-
plejo (Figura 6.8). La relacion dosis-efecto presenta una forma complicada, que varia segun
las especies y tejidos y es influida por la frecuencia espontanea de cada tipo de tumor. Si
bien los datos aportados por experimentacién animal e in vitro son valiosos, se debe cuidar
extrapolar a nuestra especie, en tanto es un sistema diferente. La estimacion més robusta
del riesgo sera la aportada por datos epidemiolégicos, que consideran variables significativas
como la estirpe tumoral, clase de radiacion, dosis y tasa, edad, estatus inmunitario y toxicidad
ambiental. Hasta el momento, el estudio mas elocuente es el seguimiento de los sobrevivien-
tes de los bombardeos de Hiroshima y Nagasaki (Life Span Study), que constituye el unico
acontecimiento en el que se irradié un numero elevado de individuos y transcurrié un tiempo
suficiente para poder detectar los efectos de las radiaciones. Si bien se estan desarrollando
estudios sobre Chernobyl, donde las dosis fueron mas bajas, el periodo transcurrido aun es
limitado para sacar conclusiones validas. Hasta el momento ningun estudio a nivel poblacio-
nal pudo detectar el efecto carcinogénico de las dosis bajas de RI. Por lo tanto, para estimar
su riesgo fue necesario realizar extrapolaciones a partir del estudio de mayor respaldo epi-
demiolodgico (Life Span Study).

La cohortes de Japén evidenciaron un exceso de muerte por cancer, leve pero significativo,

por la irradiacion. Los canceres mas frecuentes fueron tiroides, mama, pulmén, estdmago, colon
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y leucemias. Una observacion importante fue la influencia de la edad al momento de la irradia-
cion. La infancia o adolescencia presentan mayor riesgo que los adultos, sobre todo para cancer
de tiroides y mama (Figura 6.8). En cuanto a la frecuencia de tumores sélidos se propuso una
relacion lineal dosis-efecto, pero carece de buen ajuste entre 0,005y 2 Gy. En adicion, el exceso
de cancer es significativo para dosis mayores a 100 mSv. Dosis mayores a 200 mSv aumentan

las afecciones no tumorales.

Figura 6.9. Monumento a la Paz de los Nifios. Parque conmemorativo
de la Paz Hiroshima.

Nota. Construido gracias a fondos recaudados por alumnos y compafieros de una nifia
fallecida por leucemia, consecuente a la bomba atémica del 6 de agosto de 1945. Fuente:
HiroshimaPaperCranes6682.jpg.Dominio Publico

Atento a lo expuesto, en la actualidad, el modelo utilizado para la proyeccion del riesgo
carcinogénico es el Modelo Lineal sin Umbral (LNT: del inglés Linear No Threshold), con
base en las observaciones de las poblaciones japonesas antes mencionadas. El mismo
asume que la respuesta biolégica a la exposicidn a radiaciones es lineal, aun con dosis muy
bajas y que no existe un umbral de dosis a partir del cual se produzcan efectos. Si bien fue
adoptado por el organismo internacional de mayor experticia en el campo, la ICRP (Comisién
Internacional de Proteccion Radioldgica), y otras instituciones pertinentes (OIEA, UNSCEAR,
etc.), su validez en el rango de dosis bajas es discutida. Se argumenta que al no saber si los
mecanismos bioldgicos que operan en estos niveles son similares a los que se inducen con
dosis altas, se deberia invalidar las extrapolaciones que fueron realizadas desde ellas. Mien-
tras algunos sostienen que no hay evidencia que no existe un umbral, otros sugieren mas
correcta una relacién curvilinea-lineal, tanto para tumores sélidos como para leucemias. Por
otro lado, hay quienes sostienen que los efectos de las dosis bajas de radiacion, se anulan
mediante mecanismos de defensa en los que una respuesta adaptativa induce hormesis
(efectos benéficos). El limite de la capacidad de defensa determinaria un umbral, mas alla

del cual surgirian los efectos adversos. La respuesta lineal cubriria s6lo un rango de dosis
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limitado. Finalmente, hay quienes sostienen que los efectos a dosis bajas de radiacion son
mayores de lo que asegura el modelo, en tanto hay mecanismos biolégicos que amplificarian
el dano, como es el caso de los efectos no centrados (“bystander”). No obstante y a pesar
de todo lo expuesto, aun no hay evidencia robusta que posibilite reemplazar el LNT, y otorgar
proteccion segura de las exposiciones radiantes.

El interés del LNT es otorgar una idea del riesgo maximo para dosis de 10 a 100 mSv. Sin
embargo, hay quienes consideran que sobreestima el riesgo de dosis menores a 100 mSyv y
podria influir negativamente para examenes radiolégicos, con graves consecuencias para salud
de la poblacion. Del mismo modo, no seria correcto utilizarlo por debajo de los 10 mSv. Pero por
otra parte, es aceptable sobreestimar los riesgos cuando se trata de trabajadores, para los que
se prescribe una dosis limite de 100 mSv/5 afios o sea un promedio de 20 mv/afo, con la condi-

cién de no superar nunca los 50 mSv en un afio.

Figura 6.10. Representacion grafica del Modelo LNT, con Umbral y de la Hormesis.
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En términos radiobioldgicos, se menciona que entre 5 y 10 mGy se lesionan pocas células,
que si bien se eliminan por apoptosis, pueden llevar a la repoblacion celular. A mayores dosis,
este niUmero aumenta e intervienen los sistemas de reparacion para no poner en peligro al tejido
(a pesar que con el tiempo pueda surgir un tumor). Cuanto mayor es la dosis y/o tasa, menor es
la eficacia de estos sistemas. El riesgo de carcinogénesis podria ser bajo o nulo para exposicio-
nes de 10 a 20 mGy, pero hay quienes situan el umbral alrededor de 50 mSv.

También el accidente de Chernobyl, expuso a millones de personas a dosis muy diversas
de radiacioén. Mientras los bomberos que acudieron de inmediato recibieron desde 1 a 16 Gy
(varios murieron luego de una década por cancer radioinducido), para los individuos afecta-

dos a la descontaminacién, la exposicién fue diversa y no pudo verificarse un aumento de
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leucemia. Si bien 5 millones de personas vivieron en areas contaminadas, aun no hay datos
fehacientes sobre la incidencia real en morbi/mortalidad de estas poblaciones. No se detecté
aumento de cancer, salvo tumores de tiroides infantiles. Si se observaron cuadros compati-
bles con la angustia social, por el desorden econémico y sanitario: depresiones, suicidios
(por miedo a la radiacién), astenia, infecciones y abortos. La preocupacion supero a la reali-
dad y se tomaron decisiones desmedidas por desconocimiento. En tal sentido, debieran con-
siderarse las recomendaciones de la ICRP.

Otra fuente de informacion la constituyen estudios de pacientes sometidos a practicas
diagnésticas o terapéuticas, que implican el uso de RI. En cuanto a la exposicion a dosis
bajas, se ha observado un aumento de cancer de mama, en pacientes que frecuentemente
realizaron radioscopias por neumotdrax o radiografias de columna por escoliosis. Se pro-
pone una relacién lineal superando un umbral de 500 mGy, y un efecto de dosis acumulada
considerando el valor de estas practicas (decenas de mGy). Se observé que el riesgo dismi-
nuye con la edad, demostrando la alta radiosensibilidad del tejido mamario en mujeres jove-
nes. Los datos epidemioldgicos sugieren que el riesgo es muy bajo para la inmensa mayoria
de los examenes. Sin embargo, los principios de justificacién y optimizacion son en el estado
actual de nuestros conocimientos y deben ser respetados. Asi la mamografia esta justificada
como control preventivo y debe concientizarse a las mujeres que rehusan hacerla por temor.
En cuanto a pacientes oncoldgicos sometidos a tratamientos de radioterapia (RT), en princi-
pio hay que considerar la influencia de la predisposicién genética o de algun factor particular
(tabaco), que hayan sido determinantes en su patologia. Es dificil descifrar el rol etiolégico
de las radiaciones. No obstante, gracias al mejor control de la enfermedad y aumento de
sobrevida, se ha logrado poner en evidencia canceres secundarios. Por ejemplo, el trata-
miento radiante para cancer de prostata, deviene en un aumento (6%) de la frecuencia de
tumores solidos (vejiga, recto pulmén, sarcoma), luego de 15 a 25 afios. Como vemos, no
s6lo hay que considerar el volumen blanco, cuyas dosis estan en el orden de algunas dece-
nas de Gy, sino también las decenas de mGy que reciben los érganos adyacentes. De ma-
nera analoga, la radioterapia para cancer mama, aumenta el riesgo de desarrollar leucemia

mieloide, cancer de es6fago y cancer de pulmén.

Figura 6.11. La dualidad de las radiaciones en términos de la carcinogénesis radioinducida.
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En este yin-yan de las exposiciones terapéuticas, los tejidos mas sensibles a la radiocar-
cinogenesis son tiroides, mama y hematopoyético. Es importante considerar la edad del pa-
ciente al momento del tratamiento, en tanto hay mayor riesgo cuando es mas joven. Por
ejemplo, la radiocarcinogénesis de mama disminuye a medida que aumenta la edad al mo-
mento de la irradiacidn, pero aun es significativa hasta 30 afios. Luego de los 50 afos el
riesgo es despreciable. Por otra parte, la RT en mama es mas riesgosa para mujeres meno-
res de 40 anos, y en tiroides para individuos menores de 20 afos. Este riesgo disminuye
después de la pubertad y se mantiene hasta los 40 afos. De esta manera, se aconseja limitar
estas practicas para personas menores de 30 afios, sobre todo si las mamas estan en campo
de irradiacion, o elegir la técnica que permita exponer el minimo volumen de tejido sano.
Obviamente un factor crucial es la dosis. Cuando su acumulacién supera los 3 Gy, el riesgo
aumenta. En cuanto a la dosis/fraccion, se estima que la carcinogénesis es despreciable
para valores inferiores a 120 mGy, aun cuando la dosis total alcance varios Gy. Contraria-
mente a lo que se creia, el riesgo no disminuye a dosis altas por efecto letal sobre las células.
Aumenta con la dosis, aun con dosis elevadas. Por otro lado el riesgo disminuye con la
disminucién de la tasa de dosis y el fraccionamiento, no obstante depende del tejido e indi-
viduo. También es importante el sinergismo entre factores de riesgo: mujeres con RT por
cancer de mama que fuman, tienen mayor riesgo para cancer de pulmon. Finalmente, para
irradiacion parcial hay g considerar la dosis efectiva y factor de ponderacién segun el tejido
irradiado. El riesgo es maximo para la médula 6sea, las mamas, el colon, el pulmén y el
estémago y diez veces menor para huesos, cerebro, rifidn, glandulas salivales y la piel. Este
parametro debe ser considerado particularmente en RT, dado que cuanto mejores son los
resultados terapéuticos, mayor es el riesgo de cancer secundario. Segun la edad vy trata-
miento del 2 al 10 % de los pacientes presentara un cancer secundario dos o tres décadas
posteriores al tratamiento.

En lo que concierne a exposiciones profesionales, los casos de leucemias y canceres de piel
reportados en radiélogos, fueron atribuidos a escenarios primitivos con dosis mayores y sin me-
didas de proteccion radiologica. Actualmente, si se respetan las normas el riesgo oncolégico no
aumenta. Respecto a los mineros, el ambiente que afrontan puede habilitar la sinergia entre di-
ferentes factores, tales como tabaco, polvo, arsénico, silicio y humos diesel, ademas de elemen-
tos como el uranio o radén.

En sintesis y bajo los términos de este capitulo, considerar el riesgo de un efecto carcinogé-
nico es fundamental en la practica médica y varia en funcién de la dosis y su tasa y del tipo de
tejido. La ICRP distingue los efectos deterministicos, donde existe un umbral mas alla del cual la
gravedad de los efectos crece con la dosis, y los efectos estocasticos, particularmente la induc-
cion de cancer, para los cuales actualmente se considera que no hay un umbral y aumentan con

la dosis sin modificar su gravedad.
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Efectos Hereditarios inducidos por la radiacion

Figura 6.12. Las tres edades de la mujer. Gustav Kimt.

Nota. https.//historia-arte.com/obras/las-tres-edades-de-la-mujer

Entendiendo por efectos hereditarios a aquellos que sefialan una condicién patolégica trans-
misible a través de las generaciones, en este caso aludiremos a los dafios genéticos inducidos
por la radiacion, que se pueden transmitir desde los padres hacia los hijos. Sera necesario en-
tonces, referir a la exposicion de las gonadas y su repercusion sobre 6vulos y espermatozoides,
gametos mediante los cuales se trasfieren los cromosomas, transmitiendo las caracteristicas
biolégicas codificadas en el ADN hacia la descendencia.

La produccion de espermatozoides comienza en la pubertad, en los tubos seminiferos de
los testiculos y dura toda la vida. Es un proceso de algunas semanas, con etapas de diferente
radio-sensibilidad, y por eso los efectos de la radiacién no son ni inmediatos ni uniformes.

Se inicia en las espermatogonias, células germinales primordiales del sexo masculino, donde
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se concatenan los mecanismos mitéticos y meiéticos adecuados. En general, las postesper-
matogonias son mas radioresistentes que las células madre, y las células maduras postmeio-
sis (espermatozoide), son mas sensibles que las premeiéticas. Esto puede ser por la selec-
cién en contra de células dafiadas durante la gametogénesis, pero también por la radiosen-
sibilidad intrinseca de los diferentes estadios. Luego de una exposicion a radiacion, el indi-
viduo seguira fértil hasta que disponga de células espermaticas maduras. Cuando se agoten,
presentara esterilidad temporal, hasta que puedan repoblar las espermatogonias por division
celular. En términos de dosis, se estima que la exposicién de los testiculos a 0,15 Gy es
suficiente para disminuir luego de 45 dias la cantidad de espermatozoides. Dosis mayores a
0,5 Gy producen azoospermia y esterilidad temporal (dosis dependiente): mientras que ex-
posiciones menores a 1Gy revierten el estado en un afio, para 2 y 3,5 Gy es necesario el
doble de tiempo. Si bien para la induccion de esterilidad permanente seria necesaria una
dosis de 6 Gy, estudios en pacientes sometidos a radioterapia, indican que dosis de 2,5 a 3
Gy fraccionadas alcanzarian. Asi, de manera inversa a lo que sucede con otros 6rganos, la
irradiacion fraccionada en las génadas podria ser mas severa. No obstante, esta esterilidad
radioinducida no es acompafiada por cambios hormonales, de la libido o de capacidad fisica.

Por otra parte, las mujeres presentan una cinética gonadal diferente. Las células germi-
nales no son proliferativas. Todas las células en el estado de oogonios, progresan a oocitos
en el embridn, y no hay células en division. Consecuentemente, en el adulto no hay stem
cells pero si, tres tipos de foliculos: inmaduros, casi maduros y maduros. Al nacer, una mujer
tiene 1.000.000 de oocitos, los cuales se reducen a 300000 en la pubertad. Si bien la radia-
cioén es efectiva en inducir falla ovarica, depende de la edad. La dosis necesaria para instau-
rar esterilidad permanente, varia desde 12 Gy en la pubertad, hasta 2 Gy en el periodo previo
a la menopausia.

Para abordar mejor la comprension de los efectos hereditarios, recordaremos que en la
fecundacion, cada uno de los gametos aporta 23 de los 46 cromosomas apareados presentes
en nuestras células. Los miembros de cada par contienen los mismos genes, codificando
para la misma caracteristica (cromosomas homdlogos), excepto el par de cromosomas se-
xuales, que difieren en su informacién y determinan el sexo. El cromosoma Y se transmite
via paterna a hijos varones (XY) y el X se hereda de las madres para ambos sexos y de los
padres en las mujeres (XX). Con respecto a la organizacion de la informacién genética en
relacion a las caracteristicas del individuo, si bien hay rasgos codificados por un sélo gen
(mendelianos), otros son determinados por varios genes (poligénicos) y estan sometidos a
una fuerte influencia ambiental (también se conocen como multifactoriales). Asimismo, tam-
bién hay caracteristicas codificadas por el ADN mitocondrial (extranucleares). Por otra parte,
sabemos que de la secuencia de un gen sdlo se transcriben y traducen los exones, mientras
que secuencias externas regulan su expresién. De esta manera, la funciéon génica no sélo
puede ser alterada por pérdida o modificacién de secuencias codificantes, sino también por

alteraciones en sitios que regulan la expresion.
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Considerando lo mencionado, tanto de manera espontanea como inducida por diferentes
agentes, pueden originarse cambios en esta organizacién genémica, que impliquen un costo
fenotipico: mutaciones en genes unicos, originando patologias mendelianas, desérdenes
multifactoriales, constituyendo trastornos que involucran factores genéticos varios o final-
mente aberraciones cromosémicas. En el primer caso, modificaciones, inserciones o pérdi-
das de las bases nitrogenadas, puede ser causa de cambios heredables, que segun el modo
de transmision, pueden comportarse como dominantes, recesivos o ligados al sexo. Mientras
que las mutaciones dominantes para poder expresarse s6lo necesitan la presencia de un
alelo (ej., acondroplasia, polidactilia), las recesivas requieren el aporte de ambos progenito-
res y pasan inadvertidas en los individuos heterocigotas (ej., fibrosis quistica, fenilcetonuria).
Finalmente, las mutaciones ligadas al sexo, necesitan estar en copia simple en el hombre o

doble en mujeres para expresar la disfuncion (ej., hemofilia, daltonismo).

Figura 6.13. Modelo de Herencia Mendeliana.
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Por otra parte, las anormalidades congénitas y muchos desoérdenes crénicos como la diabe-
tes, hipertension o ciertas patologias cardiacas, son caracteristicos de una herencia poligénica.
En tanto, los rearreglos cromosémicos suelen encontrarse en abortos espontaneos (40%) y en
menos frecuencia nacidos muertos (6%). Asimismo, muchas lesiones del ADN que pueden deri-
var por ejemplo en translocaciones, cuando se heredan pueden provocar desbalances génicos
y anormalidades fisicas o mentales.

En linea, si bien siempre se ha asociado a las radiaciones como agente causal de deformida-
des o monstruos, esto es falso. Este agente no introduce nuevas condiciones o efectos hereda-
bles. S6lo aumenta la frecuencia de los cambios ya instaurados en la poblacion. Por esta razoén,
las mutaciones radioinducidas no pueden ser identificadas con respecto a las espontaneas y por

ende su abordaje es dificultoso.
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Figura 6.14. Jean-Michel Basquiat. Filisteos.
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Nota. https://historia-arte.com/obras/filisteos-de-basquiat

La informacion de los efectos hereditarios de la radiacién proviene casi integramente de ex-
perimentacion animal. Los primeros estudios a nivel poblacional de los cambios genéticos radio-
inducidos, fueron realizados en 1927 por Miiller, en Drosophila melanogaster. La eficacia de este
modelo asentia realizar experimentos con tamafos de muestras grandes, de facil manejo y poco
costo. A través de él, se demostré que la exposicion a rayos X aumentaba la frecuencia de mu-
taciones, convenientemente detectables por cambios morfoldgicos o letales. En la era donde se
impuso la Genética, estos resultados fueron elocuentes y evidenciaron no sélo que la radiacién
inducia mutaciones, sino también que se fueron acumulando y en términos evolutivos contribu-
yeron a la carga genética de la especie. Estas investigaciones valieron el premio Nobel y fueron
utilizadas en los afios 50 para establecer las recomendaciones de los limites permisibles de ex-
posicién a la radiacion. Si bien los efectos hereditarios fueron considerados el mayor peligro de
la radiacion, con el tiempo y el avance del conocimiento, la atencién se desplazé hacia los efectos
carcinogénicos, que se fueron evidenciando en los sobrevivientes de Hiroshima y Nagasaki.

Por otra parte, luego de la Segunda Guerra Mundial, en un importante laboratorio de Estados
Unidos, el matrimonio Russell lideré un megaproyecto con ratones, para determinar tasas de
mutacion bajo diferentes condiciones experimentales. Eligieron una cepa endogamica, que ex-
presa 7 mutaciones locus especificas, mediante cambios en el color del pelaje o atrofias auricu-
lares. Si bien estas mutaciones pueden ocurrir espontaneamente, su incidencia aumenta por
irradiacion. El disefio experimental se sustancié irradiando tanto machos como hembras, con
determinadas dosis, tasas de dosis y fraccionamiento. Las conclusiones mas elocuentes fueron:

1. Hay una diferencia de radiosensibilidad para diferentes mutaciones, pero es posible ha-

blar de una tasa de mutacion promedio.
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2. Elefecto de la tasa de dosis es sustancial. La distribucién de la dosis en el tiempo induce
menos mutaciones que las exposiciones agudas, contrariamente a lo observado en Dro-
sophila, donde las dosis fraccionadas son acumulativas. Este evento fue imperativo, para
considerar el proceso de reparacion del ADN.

3. Se pueden reducir las consecuencias heredables de la radiacion, si se deja transcurrir
un tiempo entre la exposicion y la concepcion (posiblemente por la reparacion).

4. Los datos de los efectos hereditarios de la radiacién provienen sélo de la experimenta-

cion en los machos, en tanto los ovocitos mueren aun con dosis bajas.

Los antecedentes de Hiroshima y Nagasaki indican que no hay un efecto detectable luego
de la exposicion aguda a dosis moderadas de radiacion, sobre la salud de los hijos y nietos de
los individuos expuestos. Cualquier secuela pasa desapercibida en el fondo de las mutaciones
espontaneas. Dado que no se dispone de evidencia directa para nuestra especie, la informa-
cion obtenida en ratones fue muy valiosa para la estimacion del riesgo genético y asesora-
miento en humanos. Por ejemplo, para individuos expuestos accidentalmente a 0,1 Gy, o pa-
cientes jovenes que recibieron radioterapia o realizaron radiodiagnéstico por columna lumbar
o tracto gastrointestinal (con exposicion de génadas dentro del campo de irradiacién), se pudo
sugerir que transcurran al menos 6 meses para la planificacion de la concepcion, por las posi-
bles consecuencias genéticas.

Si bien no hay un umbral para la induccién de mutaciones, su generacién dependera de la
calidad de la radiacion (mayor efectividad a alto LET) y de la tasa de dosis (tiempo durante el
cual las células germinales son irradiadas). La relaciéon dosis-respuesta obedece a la linealidad,
para trazas unicas, o arreglo cuadratico para interacciones entre dos trazas independientes. Un
factor ineludible es la radiosensibilidad de la linea germinal. En términos cromosémicos, se men-
ciona que la radiacion principalmente induce rupturas mas que errores en su distribucion y por
ende desajuste numérico. No obstante, estos cambios no suelen asociarse a bajos niveles de
exposicion. Tan solo del 1 al 6 % de las mutaciones espontaneas en humanos, puede ser atri-
buida a la radiacion de fondo.

La estimacién del riesgo de efectos heredables por irradiacion en humanos, requiere dos
datos: 1) el nivel basal de la tasa de mutacion espontédnea para humanos (738,000/millén) y 2)
la dosis duplicadora (DD), que procede de experimentacion en raton y calcula las mutaciones
radioinducidas, con aquellas que se producen espontaneamente. Es decir, la cantidad de ra-
diacién necesaria para producir tantas mutaciones como las producidas naturalmente en una
generacion en una poblacion. La estima de la DD, respaldada por el Comité sobre los Efectos
Biolégicos de la Radiacion lonizante (BEIR V) y la UNSCEAR es 1 Gy, para radiacién de bajo
LET y baja tasa de dosis. El calculo fue realizado, ajustando la tasa de mutacion por locus en
raton, al nUmero comparable de loci en humanos. Asimismo, se pueden aplicar dos factores
de correccién, propuestos por la ICRP. El primero, conocido como Componente Mutacional
(CM) contempla el hecho que no todas las mutaciones derivan en una patologia y considera y

depende del modelo de herencia (mendeliano/multifactorial). El segundo factor de correccion,
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considera el hecho que las mutaciones utilizadas para evaluar la DD en ratones, no son repre-
sentativas de todas las enfermedades heredables en humanos. No se incluyeron genes esen-
ciales para la vida o localizados en regiones esenciales del genoma. La mayoria de los genes
que causan enfermedades humanas no son de este tipo. Sélo entre el 15 al 30% de los genes
autosdmicos y ligados al X, pueden presentar mutaciones recuperables en nacidos vivos. Para
enfermedades multifactoriales que involucran varios genes, la fraccién recuperable en nacidos
vivos podria ser aun mas baja.

La ICRP estima en un 0,2 %/Sv el riesgo de problemas hereditarios por radiacién para la
poblacién en general y en un 0,1 %/Sv para trabajadores. El riesgo de enfermedades autosoé-
micas dominantes y ligadas al X para la primera generacién luego de la irradiacion, es aproxi-
madamente de 750 a 1500/1.000.000 de progenie por Gy (bajo LET), comparado con el nivel
basal de 16.500 casos/millén. El riesgo de enfermedades autosémicas recesivas es 0, compa-
rado con 7.500 casos/millén. El riesgo de enfermedades crénicas es de 250 a 1200 casos/mi-
llon, comparado con el basal de 650.000/millon. El riesgo de anormalidades congénitas 2000
casos por millon.

Finalmente se menciona evidencia de estudios en animales, que refiere a que la exposicion
a factores ambientales prenatales y posnatales tempranos, incluida la radiacién, puede alterar la

programacion epigenética, con en el riesgo de desarrollar enfermedades en la etapa adulta.

Efectos no centrados

Durante décadas el dogma prevaleciente de los efectos biolégicos inducidos por la radiacién
ionizante, se sostuvo en el dafo en el ADN infligido en la célula que fue irradiada (Teoria del
Target), que derivaba en dafio celular, mutaciones e induccién de procesos carcinogénicos. Sin
embargo, desde fines del siglo pasado se sostiene un crecimiento marcado de estudios que re-
portan efectos fuera del campo de la radiacion, sugiriendo un cambio del paradigma. Asi, bajo el
nombre de Efecto Bystander (Efectos Circundantes o Efectos de la Vecindad), se describe una
situacion donde células que no han sido expuestas directamente a la radiacion, pero que estaban
ubicadas cerca de células irradiadas, demuestran efectos similares a ellas. Aunque el meca-
nismo aun no ha sido totalmente esclarecido, involucra la participacién de vias y estructuras de
sefalizacion intercelular. La significancia de este proceso deviene importantes connotaciones no
sélo para la proteccién radioldgica, sino también para la radiologia diagndstica y la radioterapia.

Considerar no sélo los efectos centrados de la radiacion y dar cabida a la “penumbra biolo-
gica”, implica reconocer que los riesgos asumidos por la exposicion a radiaciones ionizantes
podrian subestimar las consecuencias. El efecto de una dosis de radiacion, no depende sélo de
la cantidad de energia depositada, sino de como responda la célula a ese depdsito energético.
Es decir, que clase de sefales genera. La respuesta a la radiacion es holistica, trasciende el
nivel celular; incluye la interaccion entre las células y su microambiente, mediada por sistemas

especificos de sefializacion. Entre éstos, la comunicacion mediante uniones gaps juega un rol
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importante y también diversos factores clastogénicos secretados y difusibles (por ejemplo cito-
quinas), responsables de la transmision del dafio desde las células irradiadas a las adyacentes
no irradiadas.

A través de diversos ensayos se ha demostrado que el Efecto Bystander incluye la reduccion
de la capacidad clonogénica celular, el aumento en el intercambio de cromatidas hermanas, for-
macion de micronucleos, mutaciones puntuales y apoptosis. También se observé cambios en la
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo y efectos tardios propios de la inestabi-
lidad gendmica. Este ultimo fendmeno, alude a la presencia de efectos deletéreos en la progenie
de células irradiadas, varias generaciones después de producida la exposicidn. Se sugiere que
la sefializacion intercelular inducida por la irradiacion, persiste temporalmente mediante la gene-
racion ciclica de sus componentes (especies reactivas de oxigeno y citoquinas inflamatorias),
proyectando la respuesta a través del tiempo.

Bajo el marco de los canceres radioinducidos, la existencia de estos efectos pone de mani-
fiesto que no hay una correlacién directa entre el numero de células expuestas a la radiacion y
el numero de células en riesgo de desarrollar mutaciones, aberraciones cromosémicas o apop-
tosis. Por esta razon, la simple relacion dosis-efecto y teoria del blanco pueden ser objetados, al
igual que el modelo vigente de proyeccion del riesgo carcinogénico por radiacion (LNT). Por otra
parte, en el area terapéutica, los efectos bioldgicos de la radiacién podrian cubrir una zona mas

amplia que la del haz radiante y el efecto de la penumbra podria necesitar reconsiderarse.
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CAPITULO 7
Efectos biolégicos asociados con la irradiacion
prenatal

Diana Dubner

Figura 7.1. La Escalera. Raul Soldi.

Nota. Coleccion pintores argentinos del Siglo XX. Fasciculo 31. Centro editor de América Latina.
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Introduccion

Historicamente se pensé que todas las formas de radiacion, incluyendo diagnéstica y tera-
péutica deberian ser evitadas durante la gestacion. La exposicion del embrion-feto no solo es
causa de preocupacioén y ansiedad, sino que también lleva a retrasos en diagnésticos y trata-
mientos, con potenciales efectos adversos en la salud materna y fetal.

Las posibilidades de exposicién incluyen:

i)  Exposiciones planificadas: pacientes que requieren exploraciones radiolégicas o de me-

dicina nuclear, o incluso radioterapia durante la gestacion.

i) Exposiciones accidentales en el embarazo.

i) Exposiciones ocupacionales durante el embarazo.

Efectos por irradiacion durante la vida intrauterina

De acuerdo a la Ley de Bergonie-Tribondeau, la radiosensibilidad de un tejido es directamente
proporcional al nimero de células no diferenciadas, a su actividad mitética y a su porvenir cario-
cinético. Los sistemas prenatales son durante buena parte del desarrollo, sistemas muy indife-
renciados, con un indice mitético alto y una alta capacidad de proliferacion. Una primera conclu-
sion seria que constituye un sistema cuya capacidad intrinseca de respuesta frente a la radiacion
es diferente.

Proliferacion celular, diferenciacién y migracién son procesos determinantes durante el desa-
rrollo prenatal desde el 6vulo fertilizado hasta el feto al momento del nacimiento. La radiacion
ionizante interfiere con los tres eventos, pero la radiosensibilidad varia durante los estadios del
desarrollo en relacién a varios efectos biologicos.

Los potenciales efectos radioinducidos incluyen muerte prenatal, reduccion del crecimiento
intrauterino, microcefalia, retardo mental severo, disminucion del coeficiente de inteligencia, mal-
formacién en érganos y cancer en la nifiez. Estos efectos van a depender de la dosis absorbida,
la tasa de dosis y el estadio del desarrollo en el cual ocurre la exposicion.

En general, para un determinado periodo de gestacion, las exposiciones prolongadas, tienen
probablemente un efecto total menor, que el originado por una exposiciéon breve a la radiacién
pero de intensidad elevada.

El desarrollo del embrién/feto se expresa en términos de la edad postconcepcional (PC) que
puede ser dividida en tres grandes fases.

a) periodo de preimplantacion, desde la concepcion hasta la implantacion (aproximada-

mente 10 dias).

b) la fase de organogénesis principal, que se extiende desde la 32 hasta, aproximada-

mente, la 82 semana PC.
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c) lafase de desarrollo fetal que abarca desde la 82 semana PC hasta el nacimiento (y
que incluye el importante periodo de desarrollo del sistema nervioso central, que ocurre
entre las semanas 8% y 259).

A continuacion se referira a cada uno de estas fases.

Periodo de preimplantacion

Para el analisis del riesgo por irradiacion durante este periodo no se dispone de observacio-
nes en humanos, ya que no se advierte la concepcion en ese momento. Por lo tanto, el analisis
de riesgos solo puede realizarse sobre la base de experimentos con animales, que se han llevado
a cabo principalmente con ratones y ratas.

El periodo de pre-implantacion esta determinado por procesos de proliferacion celular desde
el cigoto (una célula) hasta el blastocisto (100 células en ratones, 250 células en humanos).
Luego, el blastocisto se implanta en el utero para un mayor desarrollo.

Para este estadio del desarrollo se describe un efecto de todo o nada: la irradiacion puede
causar la muerte embridnica, o no hay efectos observables en el desarrollo y sobrevida.

La radiacion puede interferir con la proliferacion celular y esto conduce a un retraso del desa-
rrollo; las células moriran, a lo cual puede seguir la muerte de todo el embrion. La muerte se debe
principalmente al dafio citogenético. Las aberraciones cromosémicas se desarrollan durante los
breves ciclos celulares de estas células que se dividen rapidamente y se correlacionan con la
muerte de los embriones.

En general, se acepta que las caracteristicas de células pluripotenciales de los blastémeros
o el bajo grado de diferenciacion de las Ultimas etapas, podrian compensar la pérdida de células
hasta cierto punto. Ademas, los procesos de reparacion del ADN son muy eficientes durante
estos primeros estadios del desarrollo. Por lo tanto, no se espera que se induzcan malformacio-
nes durante esta etapa de desarrollo. Modelos animales reportan que una dosis de radiacion de

baja LET de 0.1 Gy puede causar muerte en estadios sensibles de preimplantacion.

Periodo de organogénesis principal

Cada tejido/6rgano pasa por un periodo de maxima radiosensibilidad correspondiente a su
fase de diferenciacién y organizacion. Los periodos de mayor sensibilidad a las malformaciones
son: (i) durante la formacion del eje temprano del cuerpo y del tubo neural (principalmente de-
fectos de induccién asociados con alta letalidad); y (ii) durante el periodo subsiguiente de orga-
nogénesis principal, cuando prevalecen los defectos especificos de érganos. Estos ultimos al-
canzan un maximo después de la exposicion en los dias 10 a 11 después de la concepcion en
ratones y 1 a 2 dias después en ratas, lo que corresponde a los dias 29 a 32 después de la
concepcién en humanos.

En modelos animales se han descripto un amplio rango de malformaciones caracteristicas
como espina bifida, exencefalia, anomalias esqueléticas de las extremidades, anomalias ocula-
res, genitales y retardo del crecimiento. En oposicién a la letalidad y las malformaciones, la mayor

sensibilidad a la pérdida de peso fetal se alcanza durante la organogénesis avanzada.
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Mas alla de los modelos experimentales, los datos epidemiologicos humanos de malforma-
ciones supuestamente radioinducidas son tan escasos que no permiten establecer relaciones
causales inequivocas. En Hiroshima y Nagasaki las anomalias esqueléticas del grupo expuesto
intradtero a dosis importantes, no difieren de los expuestos a mas de 4 Km del hipocentro de la
explosion, cuya poblacion recibio dosis cercanas a 0. Se describe microcefalia y retraso en el
crecimiento, con una probabilidad de ocurrencia que se incrementa con la dosis. La incidencia
de microcefalia para todas las dosis fue: 28 % entre las semanas 4 a 13 y 7 % para el periodo
de gestacion restante.

Por otra parte, la observacion de microcefalia dentro de dias de la exposicién "in dtero” en
ratén, se piensa que es mayormente atribuible a una apoptosis masiva radioinducida. Sobre la
base de datos experimentales se estima que existe un umbral de dosis de alrededor de 0.1Gy

para la induccién de malformaciones.

Periodo Fetal
Se extiende entre la 82 semana PC hasta el nacimiento. La diferenciacion de los sistemas
tisulares, son procesos extremadamente complejos. Dentro de éste periodo, el Sistema Nervioso
Central (SNC) en desarrollo, se constituye en el sistema mas vulnerable y resulta un blanco
particularmente sensible, en virtud de ciertas caracteristicas intrinsecas:
e  Eldesarrollo del SNC es un proceso muy largo que se completa durante la vida postnatal.
o Este desarrollo implica una secuencia ordenada de eventos que consisten en fendmenos
de multiplicacién, migracion, apoptosis y diferenciacién celular.
e Las funciones del SNC dependen de la correcta distribucion espacial de las células es-
pecializadas que la componen y de la interrelacién de sus estructuras.

e Eltejido nervioso no es autorreparable.

Ademas del dafio del ADN, la detencion del ciclo celular y la apoptosis en los neuroblastos,
otro resultado de la irradiacién prenatal es la alteracion de la migracion neuronal. La interrup-
cién observada de la migracién neuronal después de la irradiacién provoca la introduccion de
células ectopicas diseminadas por todo el cerebro. Tal desorganizacion de las neuronas puede
ir acompafiada de una orientacién, morfologia y arborizacién neuronal defectuosa, como resul-
tado de una maduracion inadecuada y alterada. Evidentemente, una organizacion dendritica
tan alterada también podria implicar una formacion de circuito neuronal y comunicacioén sinap-
tica inadecuadas.

El conocimiento de los efectos de la radiacion en el hombre durante este periodo se basa en
gran medida en los datos recopilados de sobrevivientes de Hiroshima y Nagasaki que se encon-
traban embarazadas al momento de las explosiones. Mas de 1500 nifios fueron investigados
para estudiar los efectos de dosis entre 0.01 - >1 Gy, en diferentes estadios de la gestacion.
Hubo 18 nifios que presentaron microcefalia y retraso mental severo (RMS). Las madres de 15
nifos habian estado expuestas cuando estaban en la semana 8 a la 15 de embarazo, mientras

que 3 estuvieron expuestas en etapas posteriores del embarazo.
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Los momentos criticos para la generaciéon de RMS en el ser humano se encuentran compren-
didos entre las 8 y 15 y las 16 y 25 semanas PC, con un riesgo asociado de 40 % / Gy y 10 % /
Gy respectivamente.

Las imagenes por resonancia magnética (IRM) de cerebros de supervivientes de bombas
atémicas con retraso mental revelaron regiones de materia gris anormalmente situada, que se
proponen como resultado de una migraciéon defectuosa consecuencia de la irradiacion. La revi-
sion de los datos sobre la induccion de retraso mental severo en el periodo prenatal mas sensible
(8 a 15 semanas PC) respalda un umbral de dosis de al menos 0.3 Gy para este efecto y, por lo
tanto, la ausencia de riesgo a dosis bajas.

No hay evidencia de un efecto de la radiacién en las tasas de retraso mental, cuando la ex-
posicién prenatal se produjo desde la semana 26 en adelante, desde la concepcion; solo existen
informes para las semanas 3 a 7, de casos que sugieren la posibilidad de consecuencias radio-
inducidas. El segundo hallazgo, se refiere a una reduccién del coeficiente de inteligencia (Cl) con
el incremento de la dosis. En el periodo comprendido entre las semanas 82 y 152 después de la
concepcion, la reduccion del Cl a una dosis fetal de 1 Gy es de unos 30 puntos. Un desplaza-
miento similar, aunque menor, es detectable para exposiciones producidas en el periodo com-
prendido entre las semanas 162 y 252. Independientemente del tiempo de gestacion, la reduccion
del Cl no puede identificarse clinicamente para dosis fetales menores que 0.1Gy.

Otras manifestaciones relacionadas con la irradiacion del SNC durante la vida prenatal se
asocian con convulsiones durante la infancia, alteraciones de la escolaridad y una mayor inci-
dencia en el retraso del crecimiento.

Mas alla de la semana 25, el feto estd completamente desarrollado y se ha vuelto mas resis-
tente a los efectos de la radiacion sobre el desarrollo. La irradiaciéon en este periodo no resulta
en malformaciones, pero puede resultar en deplecion celular de varios érganos vy tejidos, parti-
cularmente del sistema hematopoyético. La misma dosis (500 mGy) dada en periodo temprano
de gestacion no tiene efecto, mientras que dada en un periodo medio o tardio, resulta en deple-

cion significativa de precursores de la médula ésea un afo después.

Carcinogénesis asociada a irradiaciones prenatales

Como resultado de la exposicion a las radiaciones desde la concepcion hasta el parto, se cree
que existen riesgos incrementados de cancer infantil y de leucemia. La incidencia espontanea
de cancer infantil y leucemia en el periodo de edades entre 0 y 15 afios, sin exposicion adicional
a la radiacion natural de fondo, es aproximadamente del 2 - 3 por 1.000. La magnitud del riesgo
debido a una exposicién a dosis bajas de radiacion y la posibilidad que el riesgo varie a lo largo
del embarazo han sido temas de muchas publicaciones, pese a lo cual la interpretacién de los
datos continua abierta al debate.

En estudios sobre seres humanos, el riesgo asociado a la exposicidn a dosis bajas, es dificil

de detectar. Un estudio epidemioldgico (caso - control), del Oxford Survey of Childhood Cancers
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(OSCC), ha mostrado riesgos incrementados de cancer infantil y leucemia, asociados a exame-
nes obstétricos con rayos X en mujeres embarazadas. Pero en este estudio han sido observadas
algunas debilidades metodoldgicas.

Los andlisis de los datos de sobrevivientes de Hiroshima y Nagaski sugieren que la magnitud
del riesgo de cancer en la edad adulta debido a la exposicién en el utero, puede ser similar a la
de la exposicion a la radiacion en la primera infancia. El seguimiento de las cohortes intrauterinas
y de la primera infancia, no ha sido sin embargo, lo suficientemente largo como para caracterizar
el riesgo de por vida.

El riesgo de cancer por exposicion durante el primer trimestre parece ser tan grande como la
de la exposicion durante el tercer trimestre, aunque existe una gran incertidumbre porque los
numeros de irradiados durante el primer trimestre fueron pequefios y las dosis no eran muy co-
nocidas. No hay informacién disponible sobre el riesgo de cancer en humanos por irradiacion
durante el periodo de preimplantacion.

Un andlisis reciente de muchos de los estudios epidemioldgicos realizados sobre exposicio-
nes prenatales a los rayos X y cancer infantil, es consistente con un riesgo relativo de 1.4 (es
decir, un incremento del 40% sobre el riesgo natural) para una dosis fetal de alrededor de 10
mGy. Sin embargo, los mejores estudios metodoldgicos sugieren que el riesgo probablemente
sea menor. Aun si el riesgo relativo fuera tan alto como 1.4, la probabilidad individual de cancer
infantil debida a una irradiacion en uUtero seria muy baja (alrededor del 0,3 a 0,4 %) ya que la

incidencia natural de cancer infantil es baja.

Resumen de efectos y riesgo por irradiacién prenatal

Las tablas 7.1 y 7.2 resumen los efectos principales y riesgos por irradiacion prenatal.

Tabla 1. 7. Efectos de la radiacién sobre el Embrién/Feto en funcién de la edad gestacional.

Preimplantacion | Organogénesis Fetal Fetal Fetal
Efecto
(0 - 10 dias) (2 -7 sem.) (8-15sem) | (16 —25sem) | (226 sem)
Muerte +++ + - - -
Microcefalia - +++ + + -
Retraso mental - - +++ ++ -
Re.tra!so _ + + + +
crecimiento
Carcinogénesis - + + + +
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Tabla 7.2. Resumen del riesgo en funcién de la dosis.

<0.05 Bajo

0.05-0.10 Incierto

0.10 - 0.50 Significativo (1°- 2°) trimestre
20.5 Alto (Todos los trimestres)

Implicancias en proteccién radiolégica

El conocimiento de los efectos prenatales permite la proteccion adecuada del binomio ma-
terno-fetal y la toma de decisiones médicas. El mismo es relevante tanto en el caso de las expo-
siciones ocupacionales o de exposiciones médicas planificadas, como en el caso de irradiacion

accidental o de embarazo no declarado.

Exposicion ocupacional

Las bases para el control de la exposiciéon ocupacional de las mujeres que no estan embara-
zadas son las mismas que para los hombres. Sin embargo, si una mujer estda embarazada, deben
tenerse en cuenta controles adicionales para proteger al nifio ain no nacido. Por lo tanto, existe
un limite de dosis fetal recomendado. Los limites de dosis para el feto son comparables con los
establecidos para los miembros del publico.

Una vez que se haya declarado el embarazo y se haya notificado al empleador (titular de la
instalacion), deberia considerarse la proteccion adicional del feto. Las condiciones de trabajo de
una trabajadora embarazada, a partir de la declaracion de su embarazo, deberian ser tales que
hiciesen improbable que la dosis adicional a ser recibida por el embrién o feto vaya a exceder 1

mGy durante el resto del embarazo.

Exposicion por practicas médicas

Una practica médica en una mujer gestante esta debidamente justificada, si el riesgo que
implica para la madre el hecho de no efectuarla supera el riesgo potencial de dafio al embrién/feto
asociado a la practica.

Una vez justificado el procedimiento, se debera optimizar la practica para crear las condicio-
nes que permitan administrar la menor dosis en Utero, garantizando el propésito diagndstico/te-
rapéutico. La manera en la cual el examen sera realizado dependera si el embrioén/feto estara en

el haz directo y si el procedimiento requiere una dosis alta. Las dosis prenatales de la mayoria
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de los procedimientos diagndsticos realizados correctamente no presentan un riesgo significa-
tivo. Dosis fetales de 0.1 Gy no son alcanzadas aun con 3 escaneos pélvicos de tomografia
computada o mas de 20 diagndsticos convencionales de exdmenes con Rayos X. Estos niveles
pueden ser alcanzados con procedimientos de intervencionismo guiados por fluoroscopia en pel-

vis, o con radioterapia.

Interrupcién del embarazo

Las dosis fetales menores que 0.1 Gy no deberian considerarse una razoén para interrumpir
un embarazo. En caso de dosis fetales superiores a dicho nivel, podria haber dafno fetal, cuya
magnitud y tipo son funciones de la dosis y de la etapa del embarazo. A mayores dosis fetales,
las decisiones deberian tomarse luego de una apropiada informacién y basandose en las cir-

cunstancias individuales.
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CAPITULO 8
Ensayos predictivos de radiosensibilidad

Eliana Ocolotobiche

Figura 8.1. Suefio y presentimiento. Maria Izquierdo.

Nota. https.//historia-arte.com/obras/sueno-y-presentimiento

Introduccion

La respuesta individual a la radiacion ionizante (RI) ha sido identificada como un problema
peculiar debido a la probabilidad de que las personas afectadas por una reacciéon anormal me-
rezcan mas atencioén y proteccion radiolégica que los respondedores normales. Esta reaccion
comprende a la toxicidad tisular, referida como radiosensibilidad, y el cancer radioinducido refe-
rido como radiosusceptibilidad. Mientras que la radiosensibilidad se relaciona a eventos tisula-

res adversos atribuibles a la muerte celular, después de altas dosis de radiacion ionizante, la
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radiosusceptibilidad alude a la carcinogénesis radioinducida o cualquier evento estocastico re-
lacionado, como la transformacién celular.

La principal fuente antropogénica de exposicion a radiacion para la poblacién en general son
las exposiciones médicas, tanto en términos de la cantidad de personas expuestas asi como en
relacién a la dosis administrada. Las tres situaciones principales son: radioterapia, radiodiag-
nostico y radiologia intervencionista:

En oncologia, mas del 60 % de los pacientes se benefician de la radioterapia. Se observan
excelentes tasas de éxito para tratamientos radicales con intencién curativa, aunque varian con-
siderablemente a largo plazo segun el tipo de cancer, incluso si el control local se logra a corto
plazo. Desafortunadamente, en una fraccion de los pacientes se presentan efectos adversos.
Las tasas de toxicidad por radiacion en tejidos normales, varian segun el sitio de tratamiento, la
modalidad de radioterapia y la dosis prescrita. La severidad de la lesion se clasifica segun una o
mas escalas diferentes (p. Ej., CTCAE o RTOG). La radiotoxicidad en el tejido sano puede ocurrir
semanas, meses o0 afos después de la exposicion, y es el factor limitante de la dosis al planificar
el tratamiento radiante, particularmente cuando puede comprometer la calidad de vida del pa-
ciente. Otra clase de efecto adverso después de la radioterapia son los segundos canceres in-
ducidos por radiacién. Representan aproximadamente el 8% de los segundos tumores en pa-
cientes con radioterapia, y ocurren de una manera dependiente de la dosis, mas cominmente
dentro o junto al campo de irradiacion. Dado que se sabe que los pacientes con cancer tienen
un mayor riesgo de desarrollar segundos canceres, espontaneos o radioinducidos, el tema de la
sensibilidad a la radiacidon es complejo. Los individuos pueden exhibir una radiosensibilidad nor-
mal, pero aun asi, tener un mayor riesgo de cancer inducido por radiacién, debido a un aumento
general de sus factores de riesgo y una mayor probabilidad de progresion maligna. También
puede darse el caso que algunas personas presenten el perfil de riesgo opuesto, con una mayor
sensibilidad del tejido normal pero sin una mayor susceptibilidad al cancer.

Para el radiodiagnostico, la cuestion relevante es la posible aparicion de canceres induci-
dos por radiacién, ya que es poco probable que la exposicion a la radiacion supere los umbra-
les de dosis de toxicidad tisular, incluso en personas sensibles. Sin embargo, varias modalida-
des de imagenes pueden administrar dosis considerables de radiacién, agravadas por image-
nes repetidas o seriadas, que pueden contribuir a una dosis acumulada significativa durante la
vida de una persona.

La radiografia intervencionista plantea los mismos problemas que el radiodiagnéstico, pero
con el potencial afiadido de dosis mas altas en areas localizadas, donde tejidos como la piel, el
corazon, los pulmones, el abdomen o el cerebro pueden recibir dosis superiores a 1 Gy. Como
tal, ocasionalmente estos procedimientos presentan informes de eventos tisulares adversos.

Desde el punto de vista de la Radioterapia, la investigacion de los mecanismos de lesion del
tejido normal y los biomarcadores relacionados, son clave para facilitar la personalizacion del
tratamiento. Ademas, con los avances en radiobiologia, la radioterapia adaptativa se esta vol-
viendo cada vez mas frecuente en la practica clinica. Asimismo, en relacioén a la proteccién ra-

dioldgica, el estudio de la sensibilidad individual a la radiacién es relevante tanto para la toxicidad
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tisular como para el (segundo) cancer inducido por radiacion. En consecuencia, estas dos situa-
ciones deben estar claramente separadas para evitar malentendidos, no solo desde un punto de
vista cientifico, sino también a efectos regulatorios y legislativos, donde los perfiles de riesgo y
las responsabilidades legales pueden diferir considerablemente.

El principal objetivo de este Capitulo es revisar los potenciales ensayos de deteccion de ra-
diosensibilidad individual y evaluar su estado de validacion actual, asi como las ideas para enfo-
ques futuros. En cuanto a los ensayos de radiosusceptibilidad, la distinciéon entre sensibilidad a
la radiacién y sensibilidad al cancer (espontanea o inducida por radiacién) hace que sea dificil
concebir una prueba Unica que pueda identificar a todos los individuos radiosusceptibles, dada
la variedad de vias bioldgicas en las que las variantes o mutaciones genéticas pueden modular

el riesgo de cancer inducido por radiacion.

Requisitos de las pruebas de deteccion

El objetivo de las pruebas de deteccidn es predecir una respuesta intrinseca anormal y des-
conocida de un individuo a la RI. Es importante que el oncélogo radioterapeuta y el radiélogo
intervencionista conozcan de antemano si un paciente es mas radiosensible de lo normal para
poder adaptar el tratamiento o el procedimiento intervencionista. En un contexto mas amplio, las
personas pueden beneficiarse al saber que tienen un mayor riesgo de cancer inducido por radia-
cion. Asi, identificar a las personas con mayor radiosusceptibilidad posiblemente sea importante
en entornos industriales para la proteccion de los trabajadores o en entornos legales para asignar
responsabilidades, obligaciones o compensaciones.

La oportunidad de utilizar ensayos celulares de radiosensibilidad / radiosusceptibilidad para
identificar individuos en riesgo extremo de cancer inducido por radiacién se define por las limita-
ciones técnicas, clinicas y de salud publica de tales esfuerzos. A nivel técnico, estos ensayos
deben ser viables, econdmicos, oportunos, altamente especificos y solidos. A nivel clinico, deben
ser reconocidos internacionalmente, basados en evidencia y respaldados por los organismos
correspondientes. Asi, para la validacion preclinica como biomarcador predictivo de radiotoxici-
dad, un ensayo debe ser replicado por diferentes grupos mediante estudios prospectivos, y para
la validacion, debe mostrar mejoras para el paciente en ensayos de intervencion.

No obstante, aunque se ha estimado que hasta el 80% de las diferencias en la toxicidad
pueden explicarse por la variacion intrinseca del paciente, hay otros factores a tener en cuenta
que influyen en la probabilidad de desarrollar efectos secundarios. Estos incluyen dosis de ra-
diacion, técnica, fraccionamiento, otros tratamientos concomitantes, edad, tabaquismo y comor-
bilidades. En este apartado, no se consideran estos factores, ya que pueden tenerse en cuenta
sin un examen adicional y no son estrictamente intrinsecos a un individuo. Sin embargo, se debe
considerar de qué manera la enfermedad o el estilo de vida pueden cambiar las reacciones po-

tenciales a la R, tanto en los ensayos de deteccién como en escenarios de exposicion reales.
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Ensayos para la deteccidén de personas con mayor riesgo de reacciones

tisulares adversas inducidas por radiacion

Las reacciones adversas desarrolladas por exposicion médica pueden variar desde proble-
mas estéticos hasta un dafio organico que cambia la vida. Las mismas se dividen en tempranas
y tardias; mientras las primeras ocurren durante o en las semanas posteriores a la irradiacion y
son en su mayoria transitorias, las reacciones tardias ocurren meses o afios después y normal-
mente son irreversibles.

El esquema de calificacion mas comunmente utilizado es CTCAE (Criterios de Terminologia
Comun para Eventos Adversos), que califica a las reacciones en una escala de seis puntos: (0)
ninguna; (1) leve; (2) moderada; (3) grave; (4) potencialmente mortal; y (5) muerte. Las reaccio-
nes de radioterapia de grado 4 y 5 son muy raras, y representan casos extremos de radiosensi-
bilidad o errores en la dosimetria o en la administracién de la dosis. Por lo tanto, la mayoria de
los estudios tienen como objetivo predecir el grado 2 o 3. Las reacciones de grado 1 se conside-
ran subjetivas, propensas a diferencias entre los calificadores y se excluyen, o no se consideran
como reaccion.

En cuanto a la radiosensibilidad, los ensayos deben poder establecer una correlaciéon cuanti-
tativa entre la dosis (en el rango de dosis relevante) y la escala clinica de complicaciones (grado
0 a 5). Una puntuacion (o resultado) en el ensayo, debe definir la distribucién de probabilidad
(basada en datos clinicos) para un individuo, sobre los grados de toxicidad para un tratamiento
de radioterapia estandar. Esta probabilidad de toxicidad es la que sera util tanto para los médicos
como para los pacientes. Los ensayos pueden basarse en células vivas y sus respuestas a la
irradiacién, examinando caracteristicas tales como cromosomas aberrantes, lesiones en el ADN

y Su reparacion, o particularidades genéticas o genémicas en general.

Ensayos para la deteccién de individuos con mayor riesgo de cancer

inducido por radiacion

Aunque la variacion individual en el riesgo de cancer inducido por radiacién puede conside-
rarse como una extension de la radiosensibilidad individual, diferencias importantes debido a la
naturaleza estocastica de la carcinogénesis por radiacion justifican el uso del término distintivo,
radiosusceptibilidad. Este término también describe mejor los mecanismos duales que podrian
mediar un mayor riesgo de cancer después de la exposicion a radiacion. Es decir, una mayor
susceptibilidad a los eventos iniciadores de cancer inducidos por radiacién, 0 un aumento en la
susceptibilidad a la progresion a malignidad a partir de una determinada célula iniciada. En el
primer caso, la variacién en la eficiencia y fidelidad del reconocimiento y la reparacion del dafo
del ADN podria transmitir una mayor probabilidad de que las células alberguen una mutacion

iniciadora del cancer que persista después de una determinada exposicién a la radiacion. En
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este ultimo, los rasgos genéticos preexistentes (por ejemplo, un sistema de vigilancia inmunol6-
gica menos eficaz o heterocigosidad para un gen supresor de tumores) pueden potenciar la pro-
gresién al cancer en un individuo y no en otro. La radiosusceptibilidad teéricamente podria estar
mediada por diferencias en los genes que regulan el control del ciclo celular, la apoptosis, la
capacidad de respuesta del factor de crecimiento, ademas de la maquinaria canénica de repara-
cion del ADN.

Figura 8.2

Fisica

Calidad de la radiacion
Modalidades

Dosis

Fraccionamiento

Nota. El problema multidimensional de la radiosensibilidad. La radiosensibilidad
existe a través de multiples escalas de personas y tiempo, dependiendo ademas
de la organizacion tisular y de las caracteristicas fisicas de la irradiacién. Este
conjunto de variables dificulta la capacidad de predecir quién sera sensible a los
efectos toxicos de la radioterapia.

Resumen de la situacion actual

En la actualidad, no hay ningln ensayo de radiosensibilidad / radiosusceptibilidad de uso ru-
tinario en la clinica y la mayoria aun tiene que avanzar a través de la etapa preclinica. Los ensa-
yos especificos que han mostrado potencial predictivo de radiosensibilidad tisular temprana o
tardia y que han progresado hasta la fase preclinica incluyen:

- Estudio de genes candidatos y de asociacion de genoma completo
- Apoptosis de linfocitos inducida por radiacion (ensayo RILA)

- Formacion de focos inducidos por radiacion (ensayo de focos)
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Los ensayos adicionales que tienen datos preliminares o potencial teérico para predecir la
radiosensibilidad tisular temprana o tardia, pero que aun no se han expandido a las pruebas
preclinicas, o que han tenido resultados mixtos en las pruebas preclinicas, incluyen:

- Ensayos de dafio y reparacion del ADN inducidos por radiacion (ensayo Cometa y
micronucleos, MN)

- Ensayos de supervivencia / muerte celular inducida por radiacién (Ensayo clonogénico)

- Aberraciones cromosdmicas inducidas por radiacion

- Perfiles de expresion génica inducida por radiaciéon

- Inmunofenotipificacién

- Marcadores de senescencia

- Marcadores de imagenes (radiomics)

Estos ensayos se basan en gran medida en las vias canodnicas de muerte celular y dafio /
reparacion del ADN y casi todos utilizan células (o ADN) de la sangre. Asimismo, los potenciales
ensayos de radiosusceptibilidad se superponen en gran medida con los de radiosensibilidad, con
niveles similares de desarrollo y refinamiento, pero con menos evidencia que respalde su capa-
cidad predictiva. Algunos ejemplos son: ensayo G2 (dado que la desregulacion del ciclo celular
es un paso importante de la propension al cancer, cualquier alteracion en el punto de control de
G2/M podria estar relacionado con la radiosusceptibilidad); ensayo de MN (este ensayo propor-
ciona una medida de las rupturas cromosémicas residuales después de la exposicion a RI, un
exceso de MN también puede estar relacionado con la radiosusceptibilidad); ensayos de repara-
cion incorrecta del ADN (se sugiere que, mientras que la radiosensibilidad es causada por roturas

de ADN no reparadas, la propension al cancer esta asociada con roturas de ADN mal reparadas).

Ensayo RILA

El ensayo de Apoptosis de linfocitos inducida por radiacién (RILA del inglés: Radiation-
Induced Lymphocyte Apoptosis), es un ensayo versatil, rapido y reproducible de radiosensibilidad
especifica del paciente. Consecuentemente es él que ha logrado el mayor progreso a través de
la validacion preclinica. Implica el cultivo de sangre completa de donantes, 24 horas antes de su
irradiacién con rayos X, seguida de otras 48 horas de cultivo. Al cuarto dia, la muestra se prepara
para citometria de flujo. Los linfocitos T citotdxicos se marcan con un anticuerpo CD8 y el ADN
se marca con yoduro de propidio. Se utiliza citometria para cuantificar la proporcion de células
CD8+ que se encuentran en la Ultima etapa de la apoptosis. Asi, RILA se define como el porcen-
taje de muerte por apoptosis de linfocitos de sangre periférica inducida por una determinada
dosis de radiacion, menos la muerte celular espontanea. Se ha propuesto una relacion inversa
entre el porcentaje de apoptosis en linfocitos irradiados y la toxicidad tardia, es decir, la reduccion
en la apoptosis inducida por radiaciéon de linfocitos es utilizada como predictor de una mayor

probabilidad de toxicidad por radiacion. Este hallazgo contrario a la intuicion, donde se considera
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que la apoptosis radioinducida esperada en linfocitos representa el caso 'normal’, puede causar

una confusion significativa y el mecanismo de esta asociacion inversa aun no esta claro.

Ensayo de focos

El ensayo de formacion de focos inducidos por radiacion (IRIF del inglés: Irradiation indu-
ced foci) es un método muy sensible para monitorear roturas de doble cadena del ADN y su
reparacion, utilizando dosis fisiolégicamente relevantes. El ensayo consiste en la cuantificacion
de la formacion de focos de yH2AX (u otras proteinas asociadas a la maquinaria de reparacion
del ADN) en las DSB (del inglés: double strand break) y potencialmente la tasa de su pérdida
después de la exposicion a la radiacion. Recientemente, se han desarrollado procedimientos
para la cuantificacion y el recuento automatizados, lo que permite que tenga una utilidad valida
como biomarcador para evaluar la radiosensibilidad.

El ADN es el objetivo mas importante de la exposicién a la radiacién para la supervivencia y
la carcinogénesis. La respuesta al dafio del ADN (DDR del inglés: DNA damage response), re-
presenta dos procesos: la transduccién de sefiales y la reparacion del ADN. Ambas vias interac-
tuan, en tanto la reparacién del ADN esta regulada por la respuesta de senalizacion. Las protei-
nas quinasas humanas ATM (ataxia-telangiectasia, mutada) y ATR son centrales en la senaliza-
cion iniciada por el dafo del ADN. ATM es activado por ADN DSB (roturas de doble hebra),
mientras que ATR responde a las regiones de ADN SSB (roturas de una sola hebra del ADN).
Dado que las DSB son las lesiones biolégicamente mas relevantes inducidas por RI, y que acti-
van la DDR, el proceso donde se han identificado los biomarcadores mas utiles para detectar la
sensibilidad a la radiacion es en la sefalizacion ATM.

Sintéticamente, los pasos en la respuesta de sefializacion ATM de relevancia para la detec-
cion y reparacion de DSB, son los siguientes: cuando se censa un DSB en el ADN, se activa
ATM vy esta fosforila a H2AX, generando yH2AX. Esto desencadena el ensamblaje de varias
proteinas mediadoras de la respuesta al dafio para formar focos inducidos por irradiacion. El
ensamblaje de estas proteinas culmina en el reclutamiento de 53BP1. Dado que H2AX solo se
fosforila después de la activaciéon de la DDR, yH2AX proporciona una herramienta poderosa para
monitorear la presencia de dafo en el ADN. Se han generado anticuerpos yH2AX muy especifi-
cos, permitiendo que los focos de yH2AX en los DSB se puedan visualizar como focos discretos.
Asimismo, 53BP1 representa un segundo marcador IRIF muy util. En células no dafiadas, 53BP1
es evidente como tincidn de baja intensidad ya que la proteina se distribuye de manera difusa
por todo el nucleo. Después de la exposicion a la radiacién, 53BP1 se concentra en IRIF, donde
es visible como focos definidos.

El ensayo ATM nucleoshuttling (ATM-NS) utiliza inmunofluorescencia para monitorear la
aparicion de focos de ATM fosforilada (pATM) en nucleos de fibroblastos después de la irradia-
cion. Se observa que la tincidon para pATM disminuye en el citoplasma coincidente con la forma-

cion de focos nucleares, lo que los investigadores explican como el transporte de pATM desde
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el citoplasma al nucleo. No obstante, la complejidad de este método obstaculizé su progresion
en la practica clinica. En consecuencia, el mismo grupo ha desarrollado un ensayo rapido que
no requiere cultivo de fibroblastos, sino que fracciona el nucleo del citoplasma y luego cuantifica
pATM por ELISA, pero el trabajo de desarrollo esta en curso y el ensayo aun no ha sido probado

por grupos independientes en cohortes de pacientes adicionales.

Ensayo Cometa

Durante aproximadamente los ultimos 35 afios, este ensayo se ha utilizado ampliamente para
medir el dafo y la reparacién del ADN en células y tejidos. El ensayo cometa permite detectar las
roturas de ADN presentes en cada célula. Debido a que se analizan las células individuales, las
células muy dafiadas o apoptdticas se pueden identificar y eliminar del andlisis para determinar las
tasas "verdaderas" de reparacion de rupturas de cadenas de ADN. La importancia de medir el dano
del ADN en células individuales radica en que hay muchos métodos capaces de medir roturas de
ADN de una o dos hebras con buena sensibilidad, sin embargo, en células o tejidos heterogéneos,
la respuesta promedio puede enmascarar la presencia de un pequefio numero de células sensibles
a la radiacion. Otra ventaja importante de analizar células individuales es que se requieren relati-
vamente pocas células. Esto hace posible realizar estudios clinicos utilizando células tumorales
obtenidas de una Unica biopsia aspirada con aguja fina o células sanguineas de un pinchazo en el
dedo. El pequefio numero de células requerido para este método, también hace que sea practico
combinar varias tecnologias de clasificacion de células con el ensayo cometa.

El ensayo se basa en la electroforesis de células aisladas, embebidas en agarosa y colocadas
sobre un portaobjetos de microscopio, que se lisan para formar nucleoides que contienen bucles
superenrollados de ADN unidos a la matriz nuclear. Si el ADN esta dafado, la electroforesis a
pH alto da como resultado estructuras que se asemejan a los cometas, que son observadas por
microscopia de fluorescencia después de tefiir con un colorante de unién al ADN. La intensidad
de la cola del cometa en relacion con la cabeza refleja el numero de roturas de ADN. La base
probable de esto es que los bucles que contienen una rotura pierden su superenrollamiento y
quedan libres para extenderse hacia el anodo. La medicidon de cometas se puede realizar de dos
maneras, mediante software de andlisis de imagenes o mediante puntuacioén visual. Existen nu-
merosos programas que permiten calcular los parametros de fluorescencia de los cometas se-
leccionados por el operador. Los parametros mas utilizados son la longitud de la cola, la intensi-
dad de fluorescencia relativa de la cabeza y la cola (normalmente expresada como un porcentaje
de ADN en la cola) y el momento de la cola. La intensidad relativa de la cola es el parametro mas
util, ya que tiene una relacion lineal con la frecuencia de rotura. Por otro lado, la puntuacion visual
es rapida y sencilla. El ojo humano se entrena facilmente para discriminar grados de dafio segun
la apariencia del cometa. Los cometas se pueden clasificar en 5 clases, desde 0 (sin cola) hasta
4 (casi todo el ADN en la cola), las células apoptdticas se registran por fuera de esta clasificacion.

En la figura se muestran las imagenes observadas al microscopio de fluorescencia.
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Figura 8.3. Clasificacién de células segun el grado de dafio en el ADN por el ensayo Cometa.

GRADO 0 GRADO 1 GRADO2 GRADO 3 GRADO 4 APOPTOSIS

Un particular enfoque en el uso del cometa, ha sido la propuesta realizada por nuestro grupo de
investigacion, de su uso para la instauracion de un endofenotipo de radiosensibilidad individual.
Las curvas de la cinética de reparacion para voluntarios sanos y pacientes con cancer esporadico

podrian ser utiles en la identificacion de potenciales individuos con mayor radiosensibilidad.

Figura 8.4
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Nota. Cinética de reparacién del ADN. En la figura se muestra el indice de dafio en el ADN
expresado en unidades arbitrarias en funcién del tiempo post irradiacioén de linfocitos de san-
gre periférica humana. Se analizaron muestras de voluntarios sanos, de un grupo de pacien-
tes oncologicos que no presentan radiosensibilidad y de tres pacientes radiosensibles.

Ensayo clonogénico

El ensayo de sobrevida de células clonogénicas determina la capacidad celular de proliferar
indefinidamente, conservando asi su potencial reproductivo para formar una colonia. Por lo tanto,
una célula que conserva su capacidad para sintetizar proteinas y ADN y pasar por una o dos
mitosis, pero no puede dividirse y producir una gran cantidad de progenie, se considera “muerta”.
Esto se conoce muy comiunmente como pérdida de la integridad reproductiva o muerte repro-
ductiva. Por otro lado, una célula que no esta muerta reproductivamente y que ha conservado la
capacidad de dividirse y proliferar indefinidamente puede producir una colonia de células. Asi,
una curva de sobrevida celular se define como la relacion entre la dosis del agente utilizado para

producir una agresion y la fraccion de células que retienen su capacidad para reproducirse.
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Metodoldgicamente, el ensayo consiste en preparar una suspension de células de un cultivo en
monocapa en crecimiento activo. Se cuenta el numero de células por mililitro y se siembra un nu-
mero conocido de células en una placa e incuba durante 10 a 14 dias, permitiendo que cada célula
individual se divida muchas veces y forme una colonia, visible a simple vista, especialmente si se
fija y tifie. Un grupo de células se considera una colonia si comprende aproximadamente 50 células.
Todas las células que componen la colonia son la progenie de una sola célula. Si se sembraran
por ejemplo 50 células, el numero de colonias contadas puede oscilar entre 0 y 50. Lo ideal es que
el numero de colonias contadas fuera 50, pero rara vez es el caso por varias razones, incluido el
medio de crecimiento subdptimo, errores en el conteo de células sembradas y la manipulacién
general. La siguiente figura corresponde a una visualizacion microscopica con aumento 100X de

colonias obtenidas de un cultivo celular sometido a distintas dosis de irradiacion.

Figura 8.5
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Nota. Ensayo clonogénico en células A549 sometidas a irradiacion con 2, 4, 12,
16 y 20 Gy y control sin irradiar (Gentileza Lic. Yuliana Banegas)
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o 1009 e
= % e modelo LQ
© 14 T
© =
> m,
8 S
Q T
2 : m
51 - S,

% 10 1
S ] Si= g (=P¥p0Y \
u \\
=}
i -
= 100 E v T T T T T T T T T T

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2

Dosis (Gy)

Nota. Representacion del modelo Lineal Cuadrético (LQ del inglés: linear quadratic). Se grafica FS vs Dosis. Se utiliza
en radioterapia para proyectar cual es la fraccién de sobrevida para cada tipo tumoral. En el caso de la radioterapia
hipofraccionada, este valor se calcula principalmente para dosis de 2Gy.
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El término eficacia de siembra en placa (EP) indica el porcentaje de células sembradas en

una placa que finalmente crecen para formar una colonia.

Numero de colonias contadas

EP 100

= X
Numero de células plaqueadas

Después de determinar la EP, se calcula la fraccion de células que sobreviven (FS) a un
tratamiento dado. La EP de la muestra control (el maximo valor posible, considerado el 100%)
se utiliza para normalizar la eficacia de la siembra en placa de las muestras tratadas. La fraccion
superviviente se determina dividiendo la EP de las muestras tratadas por la EP de los controles
y luego multiplicando por 100.

EP de muestras tratadas

BS = EP del control x 100

Finalmente se grafica FS en funcién del tratamiento (Figura 8.6).

Analisis de aberraciones cromosémicas

Tal como se menciond previamente, la irradiacidon produce lesiones en los cromosomas, que
pueden ser reparadas o no. Es asi como se originan posteriormente las denominadas “aberra-
ciones cromosomicas” (AC). Las AC son el indicador biolégico de actividad genotéxica mas am-
pliamente utilizado para evaluar la exposicidon a mutagenos y agentes carcinogénicos. Con la
técnica de dosimetria citogenética se puede determinar el dafio producido en las células de un
organismo. El ensayo consiste en observar al microscopio aberraciones de los cromosomas de
linfocitos T de sangre periférica humana. Estos cambios incluyen: anillos, cromosomas dicéntri-
cos (con dos centromeros), cromosomas aceéntricos (sin centromero), fracturas de cromosomas,
y deleciones o poliploidia (cambio en el nUumero de cromosomas).

Se ha documentado que las AC podrian gatillar una inestabilidad genémica y posteriormente
el desarrollo de cancer. Un biomarcador basado en el analisis de las aberraciones cromosdmicas
podria hacer posible la estimacién del riesgo de contraer cancer. Por lo tanto, las aberraciones
cromosomicas en sangre periférica humana son un parametro reconocido de dafo celular y se
emplean como indicadores de exposicion a radiacion ionizante y a ciertos quimicos. No obstante,
existen diversos factores que pueden jugar un papel importante en el procedimiento metodolé-
gico, provocando una discordancia en los resultados entre laboratorios. Estas diferencias se pue-
den deber a una discrepancia del analisis de las anomalias cromosémicas encontradas; a los
cultivos en si, a cambios en los procedimientos de irradiacion, calibracion de las dosis y condi-
ciones y al tipo radiacion utilizada, entre otras. Asimismo, la respuesta biolégica a la radiacion
varia entre tejidos y organismos. Por esta razén se aconseja realizar curvas de calibracion pro-

pias de muestras de sangre expuestas a dosis establecidas de radiacion in vitro.
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El ensayo se basa en tomar una muestra de sangre periférica del miembro superior ya sea
de individuos no expuestos a radiacion (para realizar una curva de calibracion control) como de
individuos expuestos a radiacion. La muestra se divide en alicuotas, conservando las condiciones
de asepsia necesarias para optimizar los cultivos. Cada alicuota se coloca en botellas de cultivo
con medio 6ptimo y condiciones controladas. La estimulacion en la division y proliferacion de los
linfocitos se logra mediante la adicion de phitohemaglutinina. Posteriormente, se detiene la mito-
sis adicionando colchicina. Los cultivos se sacrifican, fijan y colorean, y se analizan 500 metafa-
ses por individuo para cada dosis de radiacion. El analisis de las metafases se realiza mediante
conteo de aberraciones cromosOmicas en microscopio optico.

Existen otros métodos que complementan el analisis citogenético, como el de micronucleos
(MN). La relacion entre la aparicién de aberraciones cromosémicas y de MN es muy estrecha,
pero algunas veces se ha visto una frecuencia de MN mas baja que la de los fragmentos acén-
tricos (FA), encontrandose curvas dosis-respuesta lineales positivas con tendencia a la satura-
cion a altas dosis. Sin embargo, se emplea mas frecuentemente los MN como examen de rutina

dada su facil lectura.

Figura 8.7. Esquema de los diferentes tipos de aberraciones cromosémicas.
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Ensayo de micronucleos

Los micronucleos (MN) son pequefias estructuras que contienen ADN, localizadas por sepa-
rado del nacleo celular. Dependiendo de su formacion, pueden contener cromosomas completos
o fragmentos cromosémicos. Se generan en respuesta a diversos factores que danan el genoma
y su presencia en las células es un marcador de estrés genotdxico e inestabilidad genética. Ade-
mas, en algunas enfermedades se encuentran células que contienen microndcleos, p. Ej. en
tumores, enfermedades autoinmunes y sindrome de envejecimiento prematuro.

La formacion de MN puede ser causada por factores quimicos y fisicos. Dependiendo de los
mecanismos, estos factores se dividen en clastogénicos y aneugénicos. Los aneugénicos pro-
ducen alteraciones cromosdmicas numéricas, por ejemplo aneuploidia y son consecuencia de la
segregacion anormal de los cromosomas y conducen a la formacién de MN que contienen cro-

mosomas intactos. Los clastogénicos provocan alteraciones en la estructura de los cromosomas,
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se muestran como rupturas en el ADN, inhibicién de la sintesis y de la replicacién del ADN da-
fnado y conducen a la formacién de micronucleos que incluyen fragmentos acéntricos de cromo-
somas. La mayoria de los factores fisicos muestran un efecto clastogénico, entre ellos se en-
cuentran la radiacion, el ultrasonido y los cambios de presién y temperatura, entre otros.
Aunqgue todos los ensayos de MN se basan en el analisis de la frecuencia de los micronucleos,
varian en términos de células y protocolos utilizados. La version mas popular de MN es el ensayo
de micronucleos de bloqueo de citocinesis (CBMN). Los MN se cuentan en células binucleadas,
donde la citocinesis (particion del citoplasma de una célula que da como resultado dos células
hijas durante el proceso de division celular) se detiene mediante adicién de citocalasina B. Dado
que el MN es visible sélo después de la division celular, la citocalasina B que inhibe la polimeri-
zacioén de los filamentos de actina y la formacion de microfilamentos contractiles se utiliza para
detener la citocinesis, sin embargo, no detiene la cariocinesis (division del ndcleo de la célula),
por lo que se forman células binucleadas con MN presente en su citoplasma. El CBMN se realiza
predominantemente en linfocitos de sangre periférica humana para estudiar la formacion in vivo
de MN para biomonitoreo o dosimetria biolégica. Asimismo, se utiliza con mucha frecuencia en

muestras de sangre in vitro para estudiar los efectos genotdxicos de diversos factores.

Figura 8.8
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Nota. Esquema de la formacion de microntcleos debido a la pérdida de un cromosoma entero y frag-
mentos cromosoémicos de tipo acéntricos. Ademas se muestra una microscopia de células Chok1 binu-
cleadas. Microscopia gentileza Dra. Noelia Nikoloff

Radiogenémica

La gendmica de la radiacion (radiogenémica), investiga la manera en que la variacion ge-
nética puede ayudar a explicar las diferencias en la toxicidad temprana y tardia, de la exposi-
cioén a radiacion entre individuos, es decir, los cambios gendmicos que subyacen a esta res-
puesta, tanto en tejidos normales como tumorales. Sin embargo, en ésta revision no sélo nos

centramos en el estudio gendmico, sino también transcriptémico de la respuesta bioldgica a la
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exposicion a radiacion. Cabe aclarar que la dmica es el estudio de la totalidad de "objetos" de
una naturaleza determinada. Entonces, la genémica estudia el genoma y la transcriptémica
estudia el transcriptoma.

El campo de la radiogenémica ha progresado desde estudios de genes candidatos hasta es-
tudios de asociacion de genoma completo (GWAS del inglés: Genome-wide association study) y
metanalisis. La genotipificacion es cada vez mas sofisticada y asequible, y la secuenciacién del
genoma completo pronto estara disponible como herramienta de diagndstico en la clinica. El
objetivo final de la investigacion en radiogendmica es adaptar el tratamiento al individuo, con una
prueba basada en una combinacion de tratamiento, factores clinicos y genéticos. Esta persona-
lizacion permitiria el mayor control tumoral y minimizaria la toxicidad aguda y a largo plazo. La
integracion de la radiogenémica en la oncologia radioterapica tiene el potencial de personalizar

una forma ya precisa de terapia contra el cancer.

Analisis a nivel del genoma

Variaciones genéticas

La radiosensibilidad es un rasgo poligénico afectado por multiples genes y vias bioldgicas.
Hay principios clave de variacidén genética que sustentan el estudio de la radiogenémica. Los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son variaciones de la secuencia de ADN que ocu-
rren cuando se altera un solo nucleétido dentro de un gen. Las variantes mas frecuentes en el
genoma humano consisten en SNP e inserciones o deleciones de unos pocos nucleoétidos.
Pero existen también otro tipo de variantes genéticas menos frecuentes, las variantes estruc-
turales incluyen deleciones, inserciones, duplicaciones e inversiones. Por otro lado, las varia-
ciones del numero de copias (CNV) son grandes secciones del genoma en regiones especifi-
cas, que se repiten y el nimero de repeticiones varia entre individuos. Estas formas de varia-
cioén genética ocurren tanto en areas codificantes como no codificantes del genoma. Menos del
3% del genoma humano es ADN que se transcribe y se traduce en proteinas; el resto tiene
una funcién reguladora importante y regiones de unién para potenciadores y silenciadores de
la transcripcion, reguladores de la metilacién de genes, modificadores de la estructura de la
cromatina y ARN no codificantes con funcién reguladora. Cualquiera de estos elementos puede
desempenar un papel en la determinacion de la radiosensibilidad de una persona. El analisis
de SNP es muy apropiado para su asociacion con un punto final adverso del tejido normal, ya
que solo requiere que el ADN para el analisis sea de una fuente de tejido normal y no de un
tumor. Esto se debe a que los SNP son constitucionales; es decir, se encuentran en todas las

células normales, incluidas las células sanguineas.
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Figura 8.9. Esquema de una variacion genémica de tipo SNP.
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Estudios de genes candidatos

Los primeros estudios de radiogendmica fueron pequefos y adoptaron el enfoque del gen
candidato. Se sabe o se cree que los genes candidatos estan implicados en el desarrollo de
la toxicidad de la radioterapia, como los implicados en la reparacion del dafio en el ADN (p.
Ej., ATM, BRCA1, BRCA2, TP53, XRCC1), la actividad antioxidante (p. Ej., SOD2, GSTP1),
la fibrogénesis inducida por radiacion (p. Ej., TNF, IL1, IL6, TP53, BCL2, TGFB) y el dafio
endotelial (p. Ej., VEGF). La hipotesis que subyace a los estudios de genes candidatos es
que, dado que se sabe que las mutaciones homocigotas raras afectan la radiosensibilidad,
los SNP comunes en estos genes tendrian efectos menores en nuestro fenotipo de interés.
Por supuesto, el principal inconveniente de los estudios de genes candidatos es que requie-
ren algun conocimiento a priori de la funcion del gen, lo que significa que se pasan por alto
genes desconocidos implicados en el fenotipo. Los rasgos poligénicos involucran una com-
binacion de variantes raras con efectos grandes, variantes moderadamente comunes con
efectos moderados y cientos de variantes comunes con efectos pequefios. Cualquier enfo-
que en genes candidatos en radiogendmica, por lo tanto, pasa por alto la naturaleza poligé-

nica de la radiosensibilidad.

Estudios de asociaciéon de todo el genoma

El campo de la radiogendmica avanzé hacia los estudios de asociacién de todo el genoma
(GWAS) para permitir una investigacion exploratoria libre de hipdtesis. La ventaja de GWAS
es que estudian todos los SNP, incluidos aquellos en regiones reguladoras y areas del ge-
noma cuya funcién aun no se comprende completamente. La suposicidon subyacente de
GWAS es que los SNP en muchos genes contribuyen a la variacién genética en la poblacion,

pero no hacen suposiciones sobre qué SNP o genes son importantes en el proceso biologico
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relevante. Por lo tanto, los GWAS de rasgos y enfermedades buscan variantes genéticas
comunes, cada una con pequefnos efectos. Cada vez mas, se reconoce la importancia de
comprender la regulacién de la expresién génica y el papel de los SNP y esto puede eva-
luarse en el analisis de locus de rasgos cuantitativos de expresion en GWAS. Estos analisis
se centran en la evaluacion del control regulador ejercido por determinados loci sobre la
expresion de genes que influyen en un fenotipo.

Los estudios de asociaciéon de todo el genoma (GWAS), pueden requerir que decenas de
miles de pacientes permitan identificar porcentajes modestos de loci genéticos asociados
con un fenotipo determinado. Ademas, estos hallazgos son estrictamente asociaciones y no
deben considerarse causales hasta que estén funcionalmente caracterizados. La accesibili-
dad de los materiales, los avances en las metodologias analiticas, la capacidad de realizar
pruebas mas grandes, las bibliotecas de SNP (12 millones en la base de datos SNP) y la
acumulacion continua de conjuntos de datos avanzara en el uso de GWAS, y la cantidad de

pacientes requeridos podria disminuir.

Hasta el momento...

Tres polimorfismos genéticos encontrados por estudios de genes candidatos han repli-
cado evidencia de asociacion con reacciones adversas. Se ubican cerca o en los genes
ATM, TNFa y XRCC1. Estos estudios se realizaron en pacientes con cancer de mama y de
prostata, y consistieron en varios miles de pacientes. Por otro lado, se han encontrado aso-
ciaciones adicionales mediante estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS), inclui-
dos los genes TANC1, SATB2 y CCRN4L. Las asociaciones genéticas encontradas hasta
la fecha, explican solo una pequena proporcion de la heredabilidad de los fenotipos de ra-
diosensibilidad, y los datos sugieren que la contribucion genética restante estd compuesta
por cientos de variantes que son comunes en la poblacién, pero con un tamano de efecto
pequefio, aunque la presencia de variantes raras adicionales con efectos de gran tamaio
no se pueden descartar.

Los estudios realizados destacan que los esfuerzos continuos en radiogendémica son valiosos
y deben continuar. A nivel tumoral, es necesario aumentar los canceres estudiados, para cubrir
todos aquellos en los que la radioterapia tiene un papel en el tratamiento potencialmente curativo.
La mayoria de los estudios publicados se han centrado en pacientes con tumores malignos de
préstata o mama. A nivel genético, existe la posibilidad de evaluar otros tipos de variacién gené-
tica, como inserciones, deleciones y CNV de nucledtidos, que pueden evaluarse en GWAS. El
analisis genético se esta volviendo mas rapido, mas rentable y mas disponible. A nivel de aplica-
cion, es necesario generar y validar puntuaciones de riesgo poligénico que formen parte de mo-

delos clinicos.
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Analisis a nivel del transcriptoma

ARN codificante

La respuesta de las células tumorales y los tumores se ha estudiado predominantemente
mediante analisis de transcriptomas. Los estudios iniciales identificaron a la reparacién del
ADN vy la sefializacién del punto de control del ciclo celular, como vias clave alteradas en la
respuesta a las exposiciones a la radiacion de baja LET. Ademas se observo que los genes
y las vias clave variaban segun el tipo de célula (células leucémicas frente a tumores o tejidos
solidos). Asimismo, la respuesta de las células a las exposiciones a tasas de dosis bajas
identifico genes inducibles a tasas de dosis bajas con implicaciones para la carcinogénesis
y otros riesgos, no previstos a partir de experimentos con tasas de dosis altas. A partir de
estos resultados, distintos grupos de investigacion, realizaron estudios para identificar firmas
de sensibilidad a la radiacion usando la sobrevida celular como medida y diversos paneles
de lineas celulares. Asi, si bien se identificaron conjuntos de genes asociados con la radio-

sensibilidad, no hubo superposicion en las firmas de genes.

ARN no codificante

Otro nivel de transcriptdmica que se muestra prometedor en la comprensién de los pro-
cesos bioldgicos estudia los denominados ARN no codificantes (ncRNA). Estos ARN que no
se traducen en proteinas abarcan alrededor del 70% del genoma, y provienen de regiones
que antiguamente eran consideradas como ADN basura, pero contrariamente a esto, tienen
una amplia gama de funciones biolégicas. Los ncRNA de mayor interés para la respuesta a
la radiacion de células y tejidos de mamiferos son los microRNA (miRNA), que generalmente
tienen una longitud de 18 a 22 nucledtidos. Los ncRNA largos (IncRNA), que tienen mas de
200 nucledtidos de longitud, también son de interés, pero en menor grado, simplemente por-
que carecemos de conocimientos especificos sobre su papel en la radiorespuesta de las
células de mamiferos. Se han identificado mas de 2500 miRNA en humanos. Los miRNA son
reguladores negativos de la expresidon génica, que operan postranscripcionalmente para in-
hibir la traduccioén o potenciar la degradacion de un mRNA especifico. Esta funcion regula-
dora cubre una amplia gama de procesos celulares, tales como el desarrollo del organismo,
la proliferacién celular, las vias de muerte celular, la regulacion del ciclo celular y la repara-
cién del ADN. Los miARN pueden actuar como oncogenes silenciando genes supresores de
tumor o regulando la divisidn celular, y como supresores de tumor al suprimir oncogenes o
activando vias de muerte celular. Muchos estudios han identificado la expresion alterada de
miRNA después de la radiacion ionizante y han estudiado cémo la alteracién de la expresion
de miRNA puede alterar la radiosensibilidad. Estos cambios a menudo ocurren a través de
alteraciones en: la expresiéon de proteinas clave de la DDR; proteinas reguladoras del ciclo
celular; regulacion de especies reactivas de oxigeno celulares y proliferacion de genes de
apoptosis tales como p53, ATM, ATR, NFKB y BCL2.
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Figura 8.10
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Nota. Esquema de los probables mecanismos de accion de los miRNAs. Estos RNAs pequefios son cargados en el
complejo RISC (del inglés: RNA-induced silencing complex) y lo guian hasta el mRNA blanco, que es reconocido por
identidad de secuencia. Una vez identificado el mRNA, pueden actuar de dos formas: inhibiendo la traduccién del mRNA
a proteina, mediante el bloqueo del accionar de los ribosomas, o degradando el mRNA mediante su clivaje en una region
de secuencia especifica.

No obstante, el analisis de miRNAs tiene algunos desafios: cada miRNA es capaz de regular
multiples genes, por lo tanto, se dificulta la identificacion de los genes diana (mMRNAs sobre los
cuales el miRNA tiene efecto); La identificacion de mRNAs diana a menudo no es confirmada
por la biologia sino mas bien se basa en una probabilidad de interaccion. No obstante, ciertos
miRNAs se asocian con canceres especificos y, o que es mas importante, con la baja radiores-
puesta de canceres especificos, como el glioblastoma, de mama, gastrico y canceres de cabeza
y cuello. En tal sentido, se ha desarrollado una firma de miRNAs para la radiosensibilidad en el
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC). Ademas, los cambios en los
miRNAs circulantes se han utilizado para el pronéstico del glioblastoma (después de la radioqui-
mioterapia posoperatoria) carcinoma de células escamosas de eséfago, cancer gastrico, cancer
de pancreas, y HNSCC. En resumen, estas asociaciones pueden servir como indicadores pro-
nosticos de la respuesta terapéutica, ayudar a desarrollar indicadores de recurrencia de la enfer-

medad y servir para el desarrollo de diagnésticos a partir de sangre, orina o saliva.

Sindromes de radiosensibilidad individual

Como mencionamos previamente en este capitulo, si bien los eventos tisulares adversos in-
ducidos por la radiacién y los canceres estan relacionados, cada vez hay mas pruebas de que la
toxicidad y la carcinogénesis tienen bases moleculares diferentes. Por lo tanto, a continuacion
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se describen diferentes grados de manifestacion de radiosensibilidad individual y se destacan

aquellas patologias que ademas se asocian con una mayor radiosusceptibilidad.

Eventos tisulares fatales postradioterapia

La mayoria de los casos fatales posteriores a la radioterapia se observaron luego de la irra-
diacién de cuerpo completo de nifios con AT (ataxia telangiectasia), para el tratamiento de su
leucemia o linfoma. La AT es una enfermedad genética rara, asociada con mutaciones homoci-
goticas en ATM, proteina esencial en la sefalizacion para la reparacion del dafio de doble cadena
en el ADN (DSB). La AT se considera el sindrome genético mas radiosensible. Asimismo, existen
otros casos de eventos fatales posteriores a la radioterapia, los cuales son causados por muta-
ciones homocigéticas de la ADN ligasa IV (LIG4), proteina esencial para la reparacion del DSB
por union de extremos no homélogos (NHEJ). Ambas patologias estan asociadas con un mayor

riesgo de contraer cancer (leucemias y linfomas).

Sindromes de radiosensibilidad con defectos de reparacion de DSB

Se trata de sindromes genéticos que se caracterizan porque la mayoria de los genes mutados
participan en la reparacién de DSB, pero se asocian con una radiosensibilidad menos marcada
que en los casos del punto anterior. Estos sindromes comparten una serie de caracteristicas
clinicas y bioldgicas comunes, como inestabilidad gendmica, produccién anormal de aberracio-
nes cromosomicas, inmunodeficiencia y en general, propension al cancer. Son ejemplos de este
grupo: Sindrome de Nijmegen (mutaciones homocigotas en NBS1 con propension a leucemia y
linfoma); trastorno similar a AT (mutaciones en MRE11); Anemia de Fanconi (mutaciones de
genes FANC y mayor riesgo de leucemia, carcinoma de células escamosas y cancer de mama);
Sindrome de Bloom (mutaciones de BLM con propension a leucemia y linfoma); Xeroderma pig-
mentoso (mutaciones de genes XP y mayor riesgo de cancer de piel); Sindrome de Cockayne
(mutaciones de CS con mayor riesgo de cancer de piel para algunos tipos de mutaciones). Otra
particularidad de estas sintomatologias es que las células con mutaciones de diferentes genes
pueden mostrar una radiosensibilidad celular similar (por ejemplo, mutaciones de genes XP y
CS) y por el contrario aquellas mutaciones en el mismo gen pueden mostrar diferente grado de
radiosensibilidad (mutaciones en ATM).

Sindromes de radiosensibilidad “sin defectos directos de reparacion de DSB”

Se trata de sindromes de radiosensibilidad que no estan asociados directamente con defectos
en la reparaciéon de DSB, aunque se identifican por el mismo rango de caracteristicas celulares
y clinicas de los sindromes de la seccién anterior. Estos sindromes estan causados por mutacio-
nes de genes cuyas proteinas se localizan en el citoplasma o la membrana nuclear, pero no
necesariamente en el nicleo. Ademas, algunos de ellos se asocian con neurodegeneracion pro-

gresiva, debido a su esperanza de vida reducida; en general los pacientes no presentan cancer.
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Son ejemplos: el Sindrome de Hutchinson-Gilford (mutaciones homocigotas de lamina A); Enfer-

medad de Bruton (mutaciones homocigotas de BTK); Sindrome de Gorlin (mutaciones de PTCH1

mayor propensién a cancer de piel no melanoma).

Radiosensibilidad generalmente encontrada en radioterapia

Alrededor del 5 al 20 % de los pacientes con cancer pueden experimentar algunas respuestas
tisulares anormales (p. €j., inflamaciones, infecciones, ulceraciones, fibrosis, necrosis, dermatitis
y rectitis) en diversas situaciones, durante poco o mucho tiempo después de finalizar la radiote-
rapia, sin que ello implique errores en la entrega de la dosis.

Si bien existe una evidencia creciente de eventos tisulares adversos posteriores a la radiote-
rapia en un numero significativo de pacientes, estos eventos generalmente se observan segun
la experiencia local de cada oncologo. Para cuantificar la gravedad de los eventos tisulares pos-
teriores a la radioterapia, se propusieron algunas escalas de clasificacién: las mas utilizadas han
sido los Criterios de Terminologia Comun para Eventos Adversos (CTCAE) y los criterios de
toxicidad del Grupo de Oncologia Radioterapica (RTOG). Ademas, dado que una determinada
gravedad de los eventos tisulares corresponde a un determinado exceso de dosis, el nivel de
radiosensibilidad debe depender de la dosis. Por lo tanto, los ensayos moleculares y celulares
que predicen la radiosensibilidad también deben reflejar ese exceso de dependencia de la dosis.

Por dltimo, hay que destacar que estos eventos de radiosensibilidad informados por los on-
célogos radioterapicos después o durante la radioterapia se encuentran en pacientes distintos
de aquellos con sindromes de hiperradiosensibilidad o sindromes genéticos caracterizados en

las secciones previas.

Conclusiones

Se podria concluir que la investigacion significativa y el desarrollo de ensayos se han dirigido
a los nodos clave en la carcinogénesis inducida por radiacion y a la toxicidad tisular (dafio y
reparacion del ADN, muerte celular), y si bien la mayoria de los ensayos muestran una promesa
inicial para variantes raras y de alto impacto, muestran una sensibilidad y especificidad reducidas
cuando se prueban en entornos clinicos. Es razonable esperar que, aunque los ensayos pueden
sufrir de variabilidad experimental o requieran de un mayor desarrollo, existen otros factores que
contribuyen a que estas fallas ocurran. Primero, no se puede esperar que un solo ensayo
prediga cada tipo de rasgo de sensibilidad o susceptibilidad, ya que los mismos implican
una amplia variedad de mecanismos. En segundo lugar, no todos los casos de toxicidad o cancer
inducido por radiacion se deben a variaciones individuales en la sensibilidad o susceptibilidad.
En tercer lugar, no todas las personas con mayor sensibilidad o susceptibilidad desarrollaran
toxicidad tisular o cancer inducido por radiacion.

Por lo tanto, es razonable suponer que la implementacion de multiples ensayos celulares y

biomarcadores, combinados con analisis genédmicos e incluso modalidades adicionales como
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enfoques radidmicos para datos de imagenes clinicas y métricas fisiolégicas como el estado
inmunoldgico, proporcionard mucha informaciéon actualmente nula. Todos los ensayos lideres
actuales se beneficiaran de enfoques complementarios y una competencia saludable en los es-

fuerzos cooperativos internacionales para impulsar mejoras en todas las plataformas.
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CAPITULO 9
Generalidades del tratamiento radiante

Gustavo Ferraris

Figura 9.1. Dormitorio en Arlés. Vincent Van Gogh.

Nota. https://historia-arte.com/obras/dormitorio-en-arles

Introduccion

La radioterapia es una modalidad de tratamiento ampliamente utilizada en oncologia, que
consiste en la utilizacion de radiaciones ionizantes como medio terapéutico. Constituye una de
las mayores opciones en el manejo de patologias oncoldgicas. De acuerdo con las mejores prac-

ticas disponibles de medicina basada en evidencia, el 53% de los pacientes recibe radioterapia
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por lo menos una vez durante su tratamiento del cancer. Asimismo, junto con otros procedimien-
tos médicos como cirugia o quimioterapia, juega un rol importante en el abordaje del 40% de los
pacientes que seran curados. Este tratamiento también es altamente efectivo como opcion pa-
liativa, en el control de sintomas y para tumores avanzados o recurrentes.

El proceso del tratamiento radiante es complejo y requiere de los conocimientos de fisica
médica, radiobiologia, proteccion radioldgica, dosimetria, planificacion, simulacion e interaccion
de las radiaciones con otras modalidades terapéuticas. Podemos afirmar que a lo largo de las
ultimas décadas, la radioterapia ha contribuido a mejorar el control tumoral local, lo que impacté
favorablemente en la sobrevida y la calidad de vida de los pacientes comprometidos por este
grupo de enfermedades, ya sea como modalidad radiante exclusiva o en caracter adyuvante,
luego del aporte de otras especialidades. De esta manera, se entiende que siga siendo el trata-
miento no quirdrgico mas importante en el manejo del cancer. En adicién, se destaca que en los
ultimos anos, se han desarrollado significativos avances tecnoldgicos en el érea, por lo que existe
un desafio para el clinico en ejercicio, mantenerse actualizado y aprovechar este progreso de la
mejor manera posible para el manejo de los pacientes.

Los procesos necesarios para la administracion segura de la radioterapia moderna com-
prenden un largo camino desde la decision terapéutica hasta la verificacion y entrega del tra-
tamiento, que implica la administracion de rayos X externos o haces de electrones. Para los
protocolos mas complejos, esto involucrara la utilizacién de dispositivos de inmovilizacion so-
fisticados y de alta precisién, como asi también la realizaciéon de tomografias computarizadas
(TAC), resonancias magnéticas (RMN) y tomografias de emision de positrones (PET), locali-
zacion del volumen guiado por imagenes, y sistemas de planificacion fisica complejos y cada
vez mas precisos, con algoritmos de ultima generacion para explicar las inhomogeneidades
del tejido y las variables del haz y, finalmente, el uso de aceleradores lineales de alta energia
con colimadores de hojas multiples (MLC), con capacidad para la radioterapia conformada y
de intensidad modulada, y la posibilidad de brindar orientaciéon por imagenes en linea previo
y/o durante la administracion del tratamiento.

En la actualidad el estandar de atencion reconocido para el tratamiento radical de los tumores,
es la Radioterapia de intensidad modulada (IMRT), como asi también otras modalidades de irra-
diacion, la Arcoterapia Volumétrica (VMAT y Tomoterapia) junto con la Radioterapia Estereotac-
tica Craneal y Extra-craneal (SBRT - SRS) para la administracion de dosis altas mas precisas y
altamente conformadas. Se destaca que estas técnicas se encuentran actualmente disponibles
en nuestro pais. Sin embargo, a pesar de esto, los principios basicos de la radioterapia siguen
sin alterarse.

La radioterapia es una terapia locorregional, con intencién curativa para el tratamiento radical
de tumores en sus primeras etapas, con altas tasas de éxito donde no ha habido diseminacion
metastasica. En caso de tumores diseminados el control local ha demostrado ser excelente. No
obstante, los pasos basicos de la administracién del tratamiento siguen siendo:

- Definir la posicion del paciente por medio de dispositivos para reproducir esa posicién

dia a dia, con la inmovilizacién adecuada y confortable.
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- Localizar y definir en forma precisa el volumen a ser cubierto con dosis de prescripcion
y evitando al mismo tiempo abarcar los 6rganos vecinos sanos.
- Colaboracién con fisicos médicos con el fin de identificar los medios 6ptimos para

llevarlo a cabo.

El proceso de implementacion diaria del plan terapéutico es de vital importancia para garan-
tizar una radioterapia precisa y eficaz junto con la verificacién de su administracion, a fin de
reproducir el tratamiento propuesto como se define en el proceso de planificacion.

Este capitulo provee un resumen de las nociones basicas de los protocolos radiantes con la
intencién de lograr un entendimiento principal de la Radioterapia por parte de estudiantes de
disciplinas relacionadas, incluyendo generalidades como bases fisicas, biolégicas y aspectos

técnicos de interés.

Generalidades de la Fisica de la Radioterapia

Radiaciones: Naturaleza y origen

La radiacion es un fendmeno fisico que permite la transferencia de energia a través del espa-
cio. Se asigna el nombre de fuente al punto del cual emanan las radiaciones y a partir del cual
se puede predecir una trayectoria, a lo largo de la misma se desarrolla la interacciéon de las
radiaciones con la materia que compone el medio ambiental. En general la radiacion se difunde
en forma similar a la luz, es decir, en haces divergentes de trayectoria rectilinea en todos los
sentidos del espacio a partir de la fuente.

Hay dos tipos de radiaciones ionizantes: las corpusculares y las electromagnéticas. Las ra-
diaciones corpusculares, como su nombre lo indica, surgen de la movilizacion en el espacio de
alguna particula de masa conocida. La energia de este tipo de haz es mayor cuanto mayor es la
masa y mas elevada la velocidad de desplazamiento de la particula, produciendo por lo general
una importante ionizacion (o cesion de energia), en la superficie de interaccion o a poca distancia
de ella, con un rapido decaimiento de la capacidad de ionizar en profundidad. El haz de este tipo
mas empleado en la clinica de la radioterapia, es el de electrones, elegido para tratar lesiones
superficiales y proteger los tejidos sanos mas profundos. Variando la energia del haz, se podra
definir un espesor de distribucion de la dosis util en funcién del espesor del tejido blanco a irradiar.
En instalaciones especiales se pueden emplear también otras particulas (neutrones, protones o
iones carbono), las cuales son aceleradas a velocidades muy altas generando distribuciones de
dosis complejas e impacto bioldgico de caracteristicas distintivas, que escapan al interés de este
capitulo por su menor disponibilidad clinica y su escasa relevancia en el tratamiento de la pato-
logia oncohematologica.

El segundo tipo de radiaciones son las electromagnéticas. Estas radiaciones dependiendo del

fenémeno estudiado, se comportan como una onda sinusoidal o como un flujo de particulas, que
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con finalidad didactica se describen como fotones (dualidad onda-particula). Se trata de “parti-
culas” sin masa que viajan a través del espacio a una velocidad uniforme (que es la velocidad de
la luz) y presentan una energia que es directamente proporcional a su frecuencia de oscilacion.
En términos de la transferencia de energia, ésta suele depositarse en forma gradual al atravesar
la materia, por lo cual permiten acceder con niveles significativos de dosis hasta regiones pro-
fundas del organismo (para una profundidad determinada se depositara un mayor porcentaje de
la dosis maxima cuanto mayor sea la energia) prosiguiendo durante todo su trayecto con el de-
posito de energia hasta niveles imperceptibles. Se trata entonces del haz mas conveniente para
tratar localizaciones tumorales profundas (mediastino, retroperitoneo). En la clinica radioterapéu-
tica las energias mas empleadas van entre los 4 - 6 y los 15 - 18 megaelectron-volts (Mev) como

se muestra en la Figura 9.2.

Figura 9.2

RX 15 MV

Nota. Curvas de Isodosis de diversos tipos de Haces sobre material Tejido-Equivalente
En la imagen se pueden comparar las curvas de isodosis correspondientes a campos
independientes de 10 x 10 cm provenientes de distintos tipos de haces (de izquierda a
derecha: Electrones de 10 Mev, Fotones de 6 Mv y Fotones de 15 Mv). Nétese el mayor
rendimiento en profundidad de los haces de fotones en comparacion con el haz de
electrones y la variacion entre los dos primeros en funcién de la energia.

Cuando nos referimos a las radiaciones en el contexto terapéutico oncoldgico, debe recor-
darse que nos referimos a radiaciones de tipo ionizante, es decir, las que poseen energia su-
ficiente como para producir ionizacién en el medio con el cual interactian. Este fendmeno se
produce cuando por depdsito de energia se pierden electrones de las orbitas atdmicas mas
externas, resultando en un desequilibrio de cargas eléctricas del atomo o molécula afectada,
que acentua la avidez combinatoria quimica. De la combinacién quimica resultante, suele pro-
ducirse una alteracion biolégica-funcional, que puede impactar a la célula si se da en una mag-
nitud significativa.

Existen tres modalidades terapéuticas en radioterapia: la teleterapia (o radioterapia externa),
en la cual el tejido blanco se encuentra apartado de la fuente, la braquiterapia, donde el tejido
blanco se encuentra en intimo contacto con la fuente, y la radioterapia metabdlica, en la que se
administra en forma endovenosa, un compuesto que contiene una fuente radiactiva abierta que

a través del metabolismo normal se acumula en determinados tejidos donde ejercera su efecto
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benéfico. Segun la modalidad clinica empleada y el tipo de distribucion de dosis necesaria en
cada caso, puede ser deseable bloquear a través de blindaje las emisiones que surgen en las
direcciones espaciales no deseadas para generar un haz de tamafio y direccidn controlados. En
general para el tratamiento de este tipo de patologias la modalidad mas empleada es la radiote-

rapia externa.

Dosis de radiacion

El concepto de dosis en radioterapia es muy importante ya que provee un valor de uso coti-
diano en el disefio de tratamientos (prescripcion, fraccionamiento, distribucién) y una referencia
para evaluar el riesgo de complicaciones de cada situacion clinica. La dosis es una cantidad de
energia depositada por unidad de masa de tejido. Las unidades empleadas rutinariamente son
los Gy (Gray) y cGy (centi Gray: 1Gy=100 cGy). Si bien ha quedado en el pasado, el uso del Rad
como unidad de dosis (puede encontrarse la referencia en ciertos textos antiguos) mencionamos
que 1 Rad equivale aproximadamente a 1cGy.

Tratandose de radiaciones ionizantes, este depdsito de energia guarda una relacion directa-
mente proporcional al nivel de ionizacion producido en el medio y como veremos mas adelante
en la seccion de radiobiologia, el nivel de ionizacién alcanzado representa el puntapié inicial en
la cascada de eventos biolégicos que definira el efecto clinico producido por la combinacién de
haces en el tumor y los tejidos normales que lo rodean. Sin duda ha sido grande y significativo
el avance producido en la especialidad con la incorporacion de computadoras y programas de
célculo que facilitan la prediccién e interpretacion de la distribucion espacial de la dosis, gene-
randose graficos capaces de exhibir su conformacion en superposicion a las imagenes de las
estructuras anatomicas del paciente (Sistemas de Planificacion de Tratamiento).

Del acumulo de experiencia publicada en la especialidad podemos reconocer cual es el nivel
adecuado de dosis para tratar satisfactoriamente una determinada neoplasia y el nivel de dosis

que no debe ser superado para evitar efectos toxicos en los tejidos normales.

Fuentes de Radiaciones lonizantes

Las radiaciones ionizantes acompanan al hombre desde su aparicion en la Tierra. Existe un
nivel de radiacion “de fondo” al que nos hallamos expuestos por habitar este planeta. Estas ra-
diaciones provienen del espacio (radiaciones céosmicas atenuadas por la atmésfera) y de la pro-
pia tierra debido a la presencia de elementos radiactivos en la misma.

Desde el punto de vista del uso terapéutico de las radiaciones, debemos mencionar dos
fuentes principales: los radioisétopos y los equipos productores de radiaciones. El primer
caso se trata de elementos que en forma natural o modificados por el hombre, son capaces

de emitir radiacion para alcanzar un estado de mayor equilibrio energético a nivel atémico.
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Los méas empleados en la clinica actual son el Cobalto, el Iridio, el Cesio, el lodo y el Paladio.
Cada uno de ellos tiene un tipo de emisién caracteristico, una energia que le es propia y una
determinada vida media. Del analisis de estas caracteristicas surge el uso clinico mas efi-
ciente de cada is6topo (Tabla 9.1). En el abordaje radioterapéutico de las lesiones oncologi-
cas, en general, es poco frecuente el empleo de la braquiterapia (BQT), por lo cual los radio-
is6topos quedan limitados exclusivamente al uso en Radioterapia Externa como fuente de

radiacion en las Unidades de Cobaltoterapia.

Tabla 9.1. Radioisétopos de uso frecuente en Radioterapia.

Radioiso6topo Caracteristica Uso Clinico

Cobalto Alta energia fotones Unidades de RT Externa
Iridio Tamano / energia Fuentes BQT alta tasa dosis
Cesio Decaimiento lento Fuentes BQT baja tasa dosis
Yodo Baja energia Fuentes BQT implante dosis
Palladio Baja energia Fuentes BQT implante dosis

Generacion de la radiacion: Aspectos historicos

Los equipos generadores de radiacion, teleterapia, han sufrido una evolucién importante. Ini-
cialmente se fabricaban equipos de Rayos X de baja energia, ortovoltage, con baja penetracion
en los tejidos. Posteriormente llegaron equipos de alta energia, los aceleradores lineales y las
bombas de cobalto. La bomba de cobalto utiliza el isotopo radiactivo cobalto 60 para producir
rayos gama de 1.25 megavolts. El auge de la maquina cobalto se debid a que era mecanicamente
sencilla y barata. En la actualidad ha sido remplazada por los aceleradores lineales, equipos muy
superiores en energia, ductilidad y precision. Los equipos productores de radiaciones consisten
en su mayoria de dispositivos electromecanicos, estos Aceleradores Lineales proveen de haces
de fotones de una o mas energias (las mas usadas son la combinacion de 6 y 18 megavolts),
que en algunos casos pueden también proveer de haces de electrones (Aceleradores Lineales
Duales). Estos haces se producen al alimentar con alta tensién un tubo al vacio en el cual se
produce una nube de electrones que luego son acelerados y conducidos a través de un campo
electromagnético de alta intensidad utilizando microondas. Este método de generacién es muy
semejante al empleado en los tubos de rayos X de los equipos de diagnéstico, pero en este caso
la energia del haz producido es mucho mayor.

Los electrones acelerados pueden emplearse como tales en los equipos duales o generar
un haz secundario de fotones al interactuar con un blanco construido con elementos de alto
peso molecular. Una vez generado el haz deseado, este es modificado en su seccion de

corte por los colimadores, que definiran un formato de campo rectangular (en el caso de
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colimadores standard) o un formato solicitado por el usuario, en el caso de contar con coli-
madores de hojas multiples.

En general y respondiendo al disefio clasico de los equipos de radioterapia externa, el acele-
rador cuenta con una camilla donde el paciente es posicionado y un cabezal o gantry, en el cual
se encuentran los colimadores y a través de los cuales surge el haz de radiacion. El cabezal esta
montado en un arco en “C” que permite el giro a cualquier angulo de incidencia alrededor de la

camilla, incluyendo incidencias posteriores.

Figura 9.3

Nota. Acelerador Lineal sobre el cual se encuentran graficados los ejes y sentidos de rota-
cion de sus diversos componentes. Colimador: color azul, Cabezal o Gantry: color verde,
Camilla: color amarillo.

El avance tecnologico constante, ha favorecido el desarrollo de equipos complejos que pue-
den ser controlados digitalmente en todos los aspectos de su funcionamiento y que en algunos
casos también incorporan prestaciones de imagenes para adquirir informacion anatémica del
paciente con fines de control de calidad o replanificacion del tratamiento (imagenes portales 2D
o Tomografia “on board” para reconstruccion 3D).

El tratamiento en profundidad de los temas fisicos de la radioterapia excederia el alcance de
este capitulo, por lo cual remitimos a lectores interesados a consultar otras fuentes bibliograficas:
Khan, 2003; Miller, 1995; Mould, 1993; Halperin et al., 2008.
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Interaccion del haz de radiaciones con los tejidos

Como ya mencionamos, la radioterapia emplea radiaciones ionizantes como instrumento te-
rapéutico. Estas radiaciones van a producir, al interactuar con los diversos tejidos que componen
el organismo, un cierto depdsito de energia. Las caracteristicas de este suceso varian en funcién
del tipo de radiacion utilizada y la densidad de la materia receptora, pero seran siempre un fené-
meno independiente de la calidad (en cuanto normales o neoplasicos) de los tejidos receptores;
es decir, que la ventaja terapéutica o efecto selectivo de la radioterapia no se explica a través de
los mecanismos de depdsito de dosis.

Una vez producido este evento se generan modificaciones a distintos niveles: atdmico-mole-
culares en primera instancia (expulsiéon de electrones de las orbitas atémicas externas de los
atomos o moléculas con los cuales interactua), las cuales van a inducir una cascada de eventos
de tipo bioquimico (combinacién con otras moléculas préximas) que a su vez alteraran el medio

interno de las células alcanzadas.

Figura 9.4. Secuencia temporal de eventos producidos

por la radiacién en la célula.

SECUENCIA TEMPORAL

Las moléculas asi modificadas necesariamente alteran su capacidad funcional en detrimento
del proceso metabdlico con el cual estaban comprometidas. Si es mayor la relevancia funcional
de la molécula afectada, mayor sera el impacto biolédgico. Ademas cuanto mayor la dosis depo-
sitada en una célula, mayor es la probabilidad de afectar un nimero elevado de moléculas im-
portantes, siendo la mas relevante el ADN nuclear. Cuando la magnitud del dafio es considera-
ble, se produce la muerte celular. Pensando que nuestro organismo esta compuesto en un 70 %
por agua, resulta claro que gran parte de las ionizaciones se produciran sobre esta sustancia.
Producto de su ionizacién en presencia de oxigeno, surgen los llamados radicales libres, que

son especies altamente reactivas al tomar contacto con moléculas vecinas. Esta reaccién de los
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radicales libres y su entorno a veces afectan al ADN. En general, con el tipo convencional de
radiaciones de fotones empleados en clinica radioterapéutica, se considera que 2/3 del efecto
biolégico producido se da a través de la interaccion con el agua (efecto indirecto de la radiacion)
mientras que el tercio restante se produce por dafio directo sobre la estructura del ADN celular
(efecto directo de la radiacion).

Como se vio en capitulos iniciales, el dafio producido por las radiaciones ionizantes sobre el
ADN puede expresarse en sus componentes constitutivos. Las rupturas de doble cadena son las
lesiones mas importantes inducidas por la radiacion y se producen de manera directamente pro-
porcional a la dosis depositada en un determinado tejido. Su numero residual, luego de la repa-
racion, guarda una relacién linear-cuadratica con la dosis. Esto significa que a dosis bajas por
fraccion, en células con reparacion eficiente, la curva de sobrevida celular evidencia un hombro
(porcién en la cual pequefios aumentos de dosis por fraccién no generan reduccion de sobrevida
equivalente). Al aumentarse la dosis por fraccion, la relacion pasa a ser cuadratica o directamente
proporcional en la escala semilogaritmica. En células en las cuales los mecanismos de repara-
cion son defectuosos (ataxia telangiectasia) la relacion es directamente proporcional en todo el
espectro de dosis, desapareciendo el hombro inicial. Este tipo de lesidn ejerce gran contribucion
a la radiosensibilidad, por ser la base de la letalidad celular.

El balance entre la magnitud del dafio ocasionado y la capacidad de reparacion celular definira
la suerte de cada célula individual y si un numero suficiente de células es alcanzado por este
fenémeno impactara finalmente sobre la totalidad del 6rgano o tejido que las contiene. Se procura
inducir un dafo potencialmente capaz de controlar la enfermedad neoplasica con una minima
toxicidad en los tejidos sanos alcanzados. Resulta clave para esto, un adecuado fraccionamiento
de la dosis total de radiacién a administrar, que facilite la reparacién completa en las células

normales, mientras lleve a la acumulacion de dafo en las células neoplasicas.

Fase del Ciclo Celular y sensibilidad al daino por radiacion

Clasicamente se reconoce una alta sensibilidad a los efectos de la radiacion de las células
que atraviesan las fases de mitosis (M) y la fase G2. Con la sucesion de multiples fracciones de
irradiacion se detecta una suerte de sincronizacién de las células supervivientes, ya que las mis-
mas comienzan a transitar el ciclo a partir de las fases menos sensibles. Evidencia reciente,
parece confirmar que esta acumulacion de células irradiadas en algunas de las fases del ciclo
celular, no se debe exclusivamente a la mortalidad celular en las fases del ciclo mas sensibles,

sino también a la induccion por el estimulo radiante, de genes que regulan el proceso.
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Figura 9.5. Ciclo celular y fases mas sensibles

de la radioterapia (flechas rojas).

Dano celular por radiaciones

Desde el punto de vista didactico la radiobiologia define diversos tipos de dafio celular produ-
cido por la accién de la radiacion.

Dario Letal: puede concretarse en forma inmediata con la pérdida total de toda actividad me-
tabdlica o en forma diferida, conservando la célula la capacidad de concretar una o dos divisio-
nes, pero conduciendo inexorablemente a la desaparicion de las células engendradas. Desde el
punto de vista radiobiolégico, resulta fundamental la inhibicién de la capacidad clonogénica, in-
dependientemente del tipo de muerte celular. Es sabido que las células pueden morir por dife-
rentes mecanismos y que la proporcion en la que se ejecuta cada uno de ellos es propia de los
distintos tipos de tejidos, o de las diferentes etapas en la evolucion de los mismos. Estas vias
suelen estar alterados en la célula neoplasica y contribuyen en forma importante a la variacion
en la radiosensibilidad especifica de las distintas células, tejidos y tumores.

Dario subletal: no resulta suficiente para llevar a la célula a su deceso, ya que los procesos
de reparacioén son eficaces y posibilitan a la célula proseguir indefinidamente con su actividad
metabdlica y de multiplicacion. Resulta claro que desde el punto de vista terapéutico, sera el
objetivo del tratamiento radiante conducir a las células tumorales hacia la muerte a través del
dafio letal, mientras se procura que los dafios producidos en los tejidos normales sean pasibles
de ser reparados para evitar la toxicidad. Es aqui donde la naturaleza anarquica de los procesos
metabdlicos de la célula neoplasica, permite la elaboracién de una estrategia de control tumoral
selectivo a través del tratamiento radiante: su capacidad de reparacion del dafio inducido es
menos eficiente que en las células normales. Por este motivo los esquemas de tratamiento ra-
dioterapéutico (fraccionamiento de dosis) cuentan con la administracion diaria de niveles de ra-
diacion relativamente bajos, entregados durante varias semanas; en las horas que una fraccion

se separa de otra (generalmente 24 para el tipo de neoplasias que nos ocupa, aunque solo 6 son
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las minimas necesarias) las células normales pueden reparar el dafo inducido, mientras que en
las neoplasicas la reparacion es incompleta y posibilita acumular un nivel de dafo conducente a
su muerte. Esta diferencia se evidencia experimentalmente en las curvas de sobrevida a fraccio-
nes unicas y acumuladas de radiacion. (Figuras 9.6 y 9.7)

Dario Potencialmente Letal: es el que potencialmente causaria una muerte celular, pero
puede ser evitado por determinadas condiciones del medio celular luego de recibida la dosis. En
general se cree que en el caso de los tumores radiosensibles este proceso de reparacion es

ineficiente mientras todo lo contrario sucederia en los radioresistentes.

Figura 9.6
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Nota. Curvas de Sobrevida celular a dosis tnica de radiacion. Sobre las ordenadas se representa
en escala logaritmica el porcentaje de células sobrevivientes luego de cada dosis tnica de radia-
cion (escala lineal sobre abscisas). Luego de administrar diversas dosis en cultivos celulares
independientes se construye un grafico. En los tejidos normales presenta una porcién curva a
dosis son bajas y otra lineal a dosis mayores (en verde). Ciertas patologias afectan los mecanis-
mos de reparacién y generan una curva sin hombro (en azul). Es importante observar que la
pendiente de la curva suele ser mayor para los tejidos tumorales: para una misma dosis el por-
centaje de células que sobreviven es menor (en rojo).

Figura 9.7
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Nota. Curva de Sobrevida con dosis acumulativas de radiacion. Se representa el efecto acumulado
de dosis sucesivas de radiacion de igual magnitud (dosis fraccionada). En los tejidos tumorales
(lineas rosadas) la mayor pendiente en la curva de respuesta a dosis Unicas da lugar a una pro-
gresiva y evidente reduccion del porcentaje total de células supervivientes, conduciendo paulatina-
mente a controlar la enfermedad, mientras en tejidos normales (en azul) la pérdida total celular es
ostensiblemente menor.
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Papel del oxigeno en el daio por radiaciones

Como se ha mencionado oportunamente, la formacion de radicales libres (responsables de
la accién indirecta de las radiaciones) depende de la presion parcial de oxigeno del medio
celular, al momento de la interaccion. Existe un gran numero de tumores que presentan por-
ciones hipoxicas en su interior, variables segun literatura entre un 15 al 50 % segun la histo-
patologia. El analisis patoldgico evidencia que cuanto mayor es la distancia que separa a una
célula tumoral del capilar mas cercano, menor es el tenor de oxigeno presente. Este fenomeno
es raro en tejidos normales, pero la naturaleza anarquica de los vasos tumorales, la alta mul-
tiplicacién celular y la tendencia a la anemia de estos pacientes conduciran a la formacién de

areas hipoxicas tumorales.

Figura 9.8
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Nota. Efecto oxigeno. Para inducir un mismo porcentaje de muerte celular en condiciones
de hipoxia (en rojo) se requiere una dosis aproximadamente 2.3 veces mayor (16 Gy /7
Gy = 2.28 OER).

Dado que la presion parcial de oxigeno es participe necesaria en el dafo por radiaciones
producido por via indirecta, su ausencia condiciona la reduccién de la eficiencia de la radiacion.
La proporcion de muerte celular inducida por una misma dosis de radiacién sobre un tumor en
condicién hipoxica versus oxigenacion normal es la llamada “tasa de mejora por oxigeno” (OER

del inglés). En general esta tasa alcanza valores de 2.5 a 3.
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Planificacion y ejecucion de la radioterapia

Optimizacién del tratamiento radiante

Existen diversas estrategias que permiten optimizar el tratamiento radiante, de manera tal
que se maximice el efecto terapéutico (control de la lesion tumoral y las zonas de riesgo por
compromiso subclinico) y se minimice el efecto toxico (reduccién de probabilidad de complica-
ciones) en los tejidos sanos que circundan o contienen a la lesion. Discutiremos diversos mé-
todos de optimizacion, que se emplean corrientemente en el tratamiento radiante de la enfer-

medad oncoldgica.

Fraccionamiento

Como ya hemos mencionado la eleccién de una determinada dosis de radiacion a emplear
en forma diaria no es casual, sino que responde a la necesidad de producir un dafio considerable
en los tejidos neoplasicos mientras el dafio a los tejidos sanos es pasible de reparacion por los
mecanismos celulares normales.

La acumulacién diaria de dosis produce un efecto acumulativo de dafio en el tumor, redu-
ciendo el numero de células supervivientes luego de cada fraccion a aproximadamente la mitad.
Dada la caracteristica de alta sensibilidad a la radiacion de las lesiones linfoides, suele emplearse
una unica fraccién diaria con dosis de 180 a 200 cGy, cinco dias a la semana (fraccionamiento
standard) en su tratamiento. Al no ser necesarios altos niveles de dosis acumulada para controlar
la enfermedad ya que la sensibilidad a la radiacion de estos tumores suele ser alta, los trata-
mientos son generalmente bien tolerados y no se alcanzan las dosis de tolerancia de los tejidos
normales adyacentes.

Los esquemas de hiperfraccionamiento (mas de una aplicacién diaria de radiacién) son ne-
cesarios cuando dosis totales altas son requeridas para el control del tumor primario, acercan-
dose peligrosamente a las dosis de tolerancia en los tejidos normales circundantes (Ej.: lesiones
epidermoides de cabeza y cuello). En este tipo de esquemas, se pueden administrar 2 aplicacio-
nes diarias de radiacion con una separacién de 6 o mas horas, para permitir la reparacion en los
tejidos normales.

Otros fraccionamientos utilizados en el tratamiento paliativo de algunas enfermedades se
denominan hipofraccionamientos; se otorgan fracciones mas altas en menos cantidad de dias,
por ejemplo, en el caso de metastasis de SNC se indican 300 cGy/dia en una fraccion durante
10 dias de tratamiento. Este esquema responde a la necesidad de mejorar los sintomas con
rapidez, y reducir los dias totales de asistencia del paciente dado el deterioro de su estado
general. En la actualidad, estos esquemas se estan utilizando en el tratamiento primario del
cancer de mama y de prostata, mostrando resultados idénticos a los realizados con fracciona-

mientos convencionales. Las técnicas de Radiocirugia Cerebral y Corporal (SRS/SBRT segun
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sus siglas en inglés respectivamente) entregan su tratamiento mediante esquemas hipofrac-
cionados, entre 1 a 5 sesiones de acuerdo a la localizacién tumoral y la relacién con estructuras

vecinas u érganos a riesgo.

Distribucion Fisica de Dosis

Como hemos comentado, con ayuda de los sistemas de colimacion de los equipos de trata-
miento es posible definir haces de radiacién de dimensiones precisas, ajustadas al volumen de
la lesion y area de extension subclinica de la enfermedad. El depdsito de energia resultante se
evidenciara solo en la zona de tejido expuesta al pasaje del haz de radiaciones.

La distribucion espacial de la dosis es un método fundamental en la optimizacion del trata-
miento radiante que se emplea desde los comienzos de la especialidad. En los ultimos afos se
han producido importantes mejoras técnicas (en los equipos, en los métodos de obtencion de
imagenes y en los sistemas de planificacion) que han posibilitado la optimizacion en la distribu-
cion de dosis en niveles nunca antes alcanzados. Describiremos mas adelante, las técnicas de

Radioterapia Standard, Tridimensional Conformada y de Intensidad Modulada.

Selecciéon adecuada del volumen de Tratamiento
Los objetivos del tratamiento radiante mediante la seleccién del adecuado volumen de la en-
fermedad son los siguientes:
- Llevar una dosis adecuaday lo mas homogénea posible al volumen tumoral, con la finalidad
de conseguir el mayor dafio a las células tumorales (TCP= Tumor Control Probability)
- Preservar los tejidos sanos y asi evitar la irradiacion al mayor volumen posible de
tejidos sanos (NTCP=Normal Tissue Control Probability)
- Garantizar un minimo de exposicion al personal médico y paramédico que es expuesto

a las radiaciones durante su trabajo, asi como también al publico en general.

indice o ventana terapéutica

La respuesta a la injuria causada por la radiacion es diferente para los distintos tejidos. En
general las células tumorales se comportan como tejidos de crecimiento rapido a diferencia de
la mayoria de los tejidos normales que son de crecimiento lento. Esto genera curvas de respuesta
a la radiacién, probabilidad de control tumoral y probabilidad de complicacion del tejido normal,
que mientras mas lejos se posicionen mayor es la probabilidad de control tumoral y menor la
posibilidad de dafio del tejido normal (Figura 8). Si las curvas se aproximan o cruzan, el dafio al
tejido normal es similar al de las células tumorales. La ubicacion de las curvas depende del tipo
celular tumoral y del tejido sano adyacente.

La dosis total de un tratamiento y el nimero de fracciones en que se divide su aplicacién son
factores fundamentales del efecto radioterapéutico. La muerte celular causada por radiacion,
tiene una relacion que no es lineal con el tamafo de la fraccién. A una misma dosis total de
radiacién, la radiacion aplicada en pocas fracciones, dosis/fraccion grande, produce mayor

muerte celular que si es entregada en muchas fracciones, dosis/fraccion pequefia. Por otra parte,
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la respuesta al tamano de la dosis/fraccion es diferente para el tejido tumoral que se divide rapi-
damente que para el tejido sano que se divide lentamente. La dosis/fraccion pequefia protege
mas al tejido sano que al tumoral, aumentando la ventana terapéutica, mayor muerte celular
tumoral y proteccion del tejido sano. Esta es la base del fraccionamiento utilizado en la clinica,
donde se utilizan muchas fracciones pequefas entregadas diariamente a lo largo de semanas,
hasta alcanzar la dosis total. La evaluacion de la dosis total sin considerar la dosis/fraccion no
tiene sentido y para poder comparar los diferentes fraccionamientos se ha disefiado el concepto

de dosis biolégica equivalente.

Figura 9.10

100
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60 —
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Probabilidad de Efecto

20 —
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Dosis

Nota. Probabilidades de control tumoral (derecha) y de complicaciones
en el tejido sano (izquierda).

Para lograr lo expuesto, hay una serie de pasos a seguir para evitar errores y lograr los obje-

tivos deseados como se muestra en la Figura 9.11.

Figura 9.11. Pasos para realizar una correcta radioterapia.

CADENA DE RADIOTERAPIA
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La realizacién de todas estas etapas estan basadas y controladas en reportes elaborados por
la International Commission on Radiation Units and Measurements (ICRU), elaboradas desde el
afno 1993 (ICRU 50), 1999 (ICRU 62) y 2010 (ICRU 83, destinado a Intensidad Modulada).

Figura 9.12
]
ICAU REPORT 50 ICRU REPORAT &

Jourmal of the ICRL

Prescribing, Recording and
Reporting Photon Beam
Therapy (S ement to
ICRU Report 50)

Nota. Fuente: Ediciones ICRU.

En estas publicaciones se definen conceptos que permiten la delineacion de volumenes
para la correcta irradiacion del paciente y la posterior elaboracién del Histograma Dosis-Volu-
men (DVH) con el objeto de resumir todos estos criterios de informacién y evaluar la distribu-

cion de la dosis.

- Gross Tumor Volume (GTV) o Volumen tumoral blanco

Es la extension y localizacion expresa, palpable o visible/demostrable del tumor maligno.

- Clinical Target Volume (CTV) o Volumen tumoral Clinico
Volumen de tejido que contiene GTV y/o enfermedad microscépica subclinica maligna, que
debe ser eliminada. Este volumen debe ser tratado adecuadamente para alcanzar el objetivo del

tratamiento: cura o paliacion.

- Planning target Volumen (PTV) o Volumen de Planificacion Blanco
Utilizado para seleccionar los tamafos y configuraciones apropiados de los haces, teniendo
en cuenta los efectos de todas las posibles variaciones geométricas e imprecisiones de modo

que se asegure que la dosis prescripta es realmente absorbida en el CTV.

- Internal Margin(IM) o Margen Interno
El movimiento se produce por cambios de posicion a nivel del CTV dia a dia y se asocia princi-

palmente con los érganos que forman parte o estan cercano al sistema digestivo o respiratorio.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 162



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

- Set-up Margin (SM)
Margen que debe ser agregado para incluir incertezas respecto de posicionamiento y alineamiento

del paciente durante planificacién del paciente y entre fracciones durante todo el tratamiento.

- Organs at Risk(OR) u Organos a Riesgo
Son Tejidos normales cuya sensibilidad a la radiacion puede influenciar significativamente en

la planificacion del tratamiento y/o prescripcion de la dosis.

Para tener en cuenta el movimiento de 6rganos internos y las incertidumbres de configu-
racion, el ICRU report N° 62 introduce el planning organ at risk volume (PRV), o sea un

margen alrededor del OR.

Técnica de Radioterapia Standard o 2D

Esta técnica se ha empleado ampliamente en el tratamiento radiante y ha contribuido a la
curacion de muchisimos pacientes. En esta modalidad se emplean medios radiograficos para
el relevamiento anatémico del paciente y el disefio y verificacidon de los campos requeridos.
En general, para su aplicaciéon suelen emplearse pares de campos anteroposteriores (AP) y
posteroanteriores (PA) sobre los cuales se emplean protecciones personalizadas para blo-
quear las zonas que no requieren irradiacion. Se comienza posicionando al paciente segun
la zona a irradiar y definiendo en el simulador (equipo radioscépico con geometria y dimen-
siones idénticas al equipo de tratamiento) un campo rectangular que contenga a todas las
regiones a tratar. A partir de este campo se obtiene una placa radiografica a la distancia de
tratamiento y en la misma posicion de incidencia definitiva del plano. Sobre esta placa (de la
cual conocemos su coeficiente de magnificacion en referencia al tamafo real del paciente)
se disefian las protecciones para cubrir las zonas que no requieren irradiacién (Ej.: pulmones,
traquea, cabezas humerales).

Vale mencionar que la precision al definir la zona afectada es baja, debiéndose asumir
margenes de seguridad mas amplios de los que se pueden emplear con técnhicas mas preci-
sas, para tener certeza de abarcar completamente la lesion. Sobre este esquema se cons-
truyen las protecciones personalizadas tanto para el campo AP como el PA y luego de fijadas
en una bandeja con el nombre del paciente se procede a verificarlas en el equipo de trata-
miento o en el simulador. Una vez aprobadas, puede comenzarse la radioterapia. En general,
la distribucién de dosis que surge de este tipo de plan es homogénea en el sentido antero-
posterior, pero debido a la irregularidad de diametros del cuerpo humano puede presentar
una tendencia a depositar dosis mas altas en diferentes localizaciones. El calculo de dosis
se efectla en unos pocos puntos representativos de los distintos diametros del paciente a lo

largo del campo.
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Radioterapia Tridimensional Conformada

Las limitaciones de la técnica standard que hemos mencionado en lo referente a la definicidon
de los volumenes de tratamiento, de los 6rganos a riesgo y el conocimiento en la distribucion
precisa de la dosis pudieron ser superadas solo a partir del acceso a estudios de imagenes de
mayor resolucion (Tomografia Computada) y de computadoras que fueran capaces de procesar
rapida y simultdneamente los datos requeridos.

El conjunto de procesador y software necesario para efectuar esta tarea es conocido como
Sistema de Planificacion de Tratamiento. La técnica tridimensional conformada surge en
la década del "80 y consta de un software en el cual pueden incorporarse los datos digitales
de los multiples cortes tomograficos del area de estudio, pudiendo definir el oncélogo radio-
terapeuta las diversas regiones de interés (tumor y 6rganos de riesgo). Una vez definidos los
volumenes, se trabajara en la computadora con una representacion virtual del paciente y del
equipo de tratamiento, de manera tal que pueda disefarse una combinacion de campos que
abarque satisfactoriamente la zona de interés sin excederse en la incorporacion de tejidos
sanos. En cada angulo de incidencia de campo puede visualizarse la silueta del tumor, de
manera de poder disefiar una proteccién personalizada. De la combinacién de multiples in-
cidencias se podra calcular la dosis combinada y eventualmente corregir incidencia, protec-
ciones y peso relativo de dosis por cada campo. Podemos disefar varios planes competitivos
que seran comparados con informacion especifica de distribucion de dosis tanto en tumor,
como en organos de riesgo. Sobre esta base, se podra elegir el plan mas conveniente para
cada paciente considerando su estadio, antecedentes clinicos de otras patologias y riesgo
de toxicidad especifico (Figura 9.13).

Una vez elegido el plan, se confeccionaran las protecciones plomadas personalizadas o me-
diante el sistema de multilaminas (MLC) para cada incidencia, se verificara su localizacién y con-
feccion y se podra dar comienzo al tratamiento. Esta técnica ha representado de por si una me-
jora muy significativa en la calidad de tratamientos y ha sido perfeccionada aun mas con la in-
corporacion de otros métodos de imagenes que detectan la presencia de tejido metabdlicamente
activo a pesar de una falta de deformidad anatéomica (PET de planificaciéon). Debido al aumento
del control tumoral con estas técnicas, los pacientes se benefician de sobrevidas prolongadas,
pero es critico el problema de la radioproteccion para evitar efectos téxicos deterministicos (Ej.:
cardiotoxicidad) y ain mas, efectos estocasticos (segundos tumores) que se ha demostrado pue-
den ser reducidos con una adecuada seleccion de volumen de tratamiento. Podemos decir que
en la actualidad la técnica tridimensional conformada forma parte del standard de tratamiento de

la patologia oncolégica.
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Figura 9.13. Sistema de Planificacién 3D.

Nota. A: Confluencia de 4 campos de tratamiento sobre un grupo de ganglios linfaticos latero-cervicales
izquierdos. Para cada incidencia se puede observar una plantilla que representa la superficie de campo que
debe ser bloqueada para reducir la irradiacién de tejidos sanos periféricos (se aprecian mejor en las imagenes
B, C y D correspondientes a las incidencias anteroposterior, oblicua anterior izquierda y lateral izquierda). En
estas Ultimas tres la imagen se proyecta sobre la referencia del esqueleto éseo, importante para el control
de calidad de posicionamiento de cada campo sobre el paciente. E: corte axial donde se observa la curva
isodosica resultante de la combinacion de los campos mencionados. F: visualizacién en perspectiva del vo-
lumen blanco (en rojo) perfectamente englobado por la isodosica del 95% de la dosis prescripta (en amarillo).
Sistema de planificacion Win PLT (Nuclemed, Argentina).

Radioterapia de Intensidad Modulada

Esta técnica radiante representa una mejora en la capacidad de definir curvas de dosis volu-
métricas ajustadas a blancos determinados, sobre todo, ante la presencia de tumores que pre-
senten concavidades en las cuales se alojan 6rganos de riesgo (Ej.: lesiéon expansiva que en-
globa medula espinal). Se trata en primera instancia de una técnica de planificacion tridimensio-
nal de dosis, en la cual cada campo de incidencia de un determinado plan de tratamiento, es

analizado en un gran numero de subsegmentos sobre los cuales puede estimarse en forma in-
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dependiente la intensidad mas adecuada de radiacién a emplear para que la combinacién per-
mita una distribucion de dosis que no supere las restricciones definidas por el radioterapeuta.
Estos complejos célculos son efectuados por un algoritmo comiunmente conocido como “de pla-
nificacion inversa”, ya que a partir de los objetivos planteados por el oncologo radioterapeuta (en
lo referente a dosis minima y maxima en un volumen tumoral determinado u 6rganos de riesgo)
y una serie de incidencias definidas en primera instancia se calculara la fluencia necesaria en
cada subsegmento para cumplir los objetivos.

Para producir en el equipo de tratamiento esta variacion de fluencias en subsectores de
cada campo de incidencia, pueden emplearse dos métodos. El primero requiere de compen-
sadores construidos en algun metal de alta capacidad de atenuacién del haz que tendran
areas de mayor o menor espesor segun el nivel de atenuacion requerido y que se fijan al
gantry del equipo para cada incidencia. El segundo requiere el uso de colimadores de hojas
multiples, que variaran su posicion durante la irradiacién o en sucesivas emisiones de radia-
cion en varias configuraciones programadas para cada incidencia. Una vez elegido el plan
mas conveniente, se procedera a construir el compensador personalizado para cada inciden-
cia o transferir la secuencia de apertura y cierre de las hojas del colimador al equipo de

tratamiento si contamos con colimador multiple.

Figura 9.14. Sistema de Planificacion de Intensidad Modulada.

Si bien en los érganos considerados para planificar el tratamiento las distribuciones de dosis
resultan mas ajustadas, se suele requerir de un mayor niumero de incidencias para lograrlo, por
lo cual las dosis integrales (valor que considera dosis y volumen corporal total expuesto a la
radiacion) en algunos casos pueden ser mayores en intensidad modulada que para la técnica
tridimensional conformada. La necesidad de emplear esta técnica debe ser evaluada en forma

individual para cada caso.
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Figura 9.15. Comparacion entre las diferentes técnicas.

Radioterapia Guiada por Imagenes (IGRT)

La radioterapia guiada por imagen (IGRT) es un concepto que engloba la manera mas mo-
derna de administrar el tratamiento radiante. El objetivo es maximizar la dosis depositada en el
volumen a tratar (target), minimizando la dosis en 6rganos sanos. Esto no seria posible sin el
continuo desarrollo tecnolégico y de software, que permitan registrar imagenes deformables, re-
planificar nuevos tratamientos, imagen en tiempo real y calculo de dosis acumulada.

En el proceso de planificacion y administracion del tratamiento radioterapico, existen incerti-
dumbres sistematicas y aleatorias. Las primeras son debidas a errores en la planificacion y si-
mulacion (diferente posicionamiento del paciente durante la adquisicion de las imagenes para
planificar el tratamiento y durante el posicionamiento del tratamiento). Estos errores sistematicos
se repetiran durante todo el tratamiento. Los errores aleatorios aparecen por las desviaciones
diarias al colocar al paciente, por cambios anatdmicos en la morfologia del tumor o por el movi-
miento interno que presentan algunos érganos (Ej. el pulmén con los movimientos respiratorios).
Los errores aleatorios se producen en el momento y durante la administracion del tratamiento.
Como se menciond al hablar sobre el ICRU, estas incertidumbres son las responsables de la

existencia del PTV o volumen de tratamiento.

Sistemas de imagen guiada
Debido a los cambios anatémicos que experimenta el target, es necesario obtener imagenes
que aseguren la precision del tratamiento. Estas imagenes pueden ser:
- Imagenes planas en 2D: electronic portal imaging devices de megavoltaje o kilovoltaje
(Kv) para visualizar marcadores radioopacos.
- Imagenes volumétricas: ecografia, tomografia computarizada.
- Imagenes 4D (obtener informacién anatémica en referencia a los cambios producidos

por respiracion) en tiempo real, en la sala de tratamiento, es el fundamento de la IGRT.
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Al obtener la imagen mediante lo descripto, hay que compararla con la de referencia (suele
ser una imagen plana radiografica de Kv, que equivale a la reconstruccion digital radiografica
(RDR), generada en el planificador a partir de la TAC de simulacion. Estas imagenes de referen-
cia son las que se utilizan para comparar y verificar el posicionamiento del paciente o del target

en el momento de administrar el tratamiento radioterapico.

Figura 9.16. Sistema Radioterapia Guiada por Imagenes.

Toxicidad

Resulta claro a esta altura del capitulo, que la radiacion es capaz de producir efectos no
deseados en los tejidos normales expuestos. Tratandose de una modalidad terapéutica locore-
gional, debemos enfatizar que los efectos secundarios surgiran exclusivamente en los tejidos
que han recibido alguna dosis de radiacion como consecuencia de su tratamiento. Todos los
esfuerzos realizados con las nuevas técnicas tienen a disminuir dichos efectos. Los efectos se-
cundarios de la radiacion pueden analizarse desde varias perspectivas. En primera instancia,
segun su momento de aparicion pueden clasificarse en:

- Agudos: se presentan durante el periodo de irradiacion o hasta el segundo o tercer
mes del inicio del tratamiento. Suelen corresponderse con la muerte celular inducida
en los tejidos normales de reaccién aguda (los de tiempo de recambio mas corto:
mucosas, piel, medula 6sea, es6fago y mucosa gastrointestinal)

- Tardios: aparecen después de un afio del tratamiento. Suelen corresponderse con
deplecion de células de reposicion de los distintos tejidos o con dafio a la
microvasculatura de los mismos. Se admiten como los mas relevantes, ya que pueden

ser de dificil tratamiento y reducir la calidad de vida de los pacientes en forma
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permanente. Son considerados particularmente a la hora de definir las restricciones de

dosis en los érganos en riesgo, al momento de planificar un tratamiento particular.

Existen tablas que ayudan a reportar el nivel de las toxicidades agudas y tardias (Toxicidad
Aguda de OMS / Toxicidad Tardia de RTOG) y sirven de referencia a la hora de compartir con la
comunidad cientifica internacional, los resultados obtenidos por un determinado esquema de tra-
tamiento radiante. Resulta importante mencionar que las comorbilidades, antecedentes quirargi-
cos y eventos registrados en la regién de interés antes y después del tratamiento radiante pueden
producir un efecto acumulativo que va en detrimento de la tolerancia al tratamiento de un paciente
en particular.

Considerando la relacion entre las dosis empleadas en un tratamiento radiante y la magnitud
de toxicidad inducida, los efectos generados pueden dividirse en efectos deterministicos y efec-
tos estocasticos:

- Los efectos deterministicos son los que tienen una intensidad que se correlaciona
con la dosis de radiacion recibida, es decir, la magnitud del efecto toxico es mayor
cuanto mayor la dosis administrada durante el tratamiento. Tienen un umbral de dosis
por debajo del cual su ocurrencia es extremadamente improbable (este umbral es
caracteristico de cada o¢rgano irradiado para cada efecto en particular). Suele
corresponderse con la magnitud de muerte celular producido en el tejido normal en
cuestion, alterando la cinética tisular, por ejemplo impactando en el numero de células
basales de un epitelio, que mas tarde seran responsables de la repoblacion del mismo.
Es posible que estos efectos se manifiesten tanto en la etapa aguda como tardia.

- Los efectos estocasticos son los que se relacionan con mutaciones génicas derivadas
de dafios subletales mal reparados, que surgen del tratamiento. Su probabilidad de
ocurrencia es proporcional a la dosis administrada y al volumen de tejido irradiado, pero
no tienen dosis umbral y su gravedad no es proporcional a la dosis recibida. El ejemplo
caracteristico es la ocurrencia de un segundo tumor inducido por una irradiacion previa;
claramente la gravedad de esta segunda neoplasia es independiente de la dosis que

se hubiera administrado en su momento.

La experiencia clinica nos permite predecir el riesgo aproximado de inducir determinado efecto
toxico si conocemos la dosis acumulada y la distribucion de la misma dentro del volumen de un 6r-
gano en particular. En la practica se trabaja en base a guias de referencia ordenadas por 6rgano,
basadas en efectos tardios precisos y relevantes (Ej. Fibrosis cutanea, insuficiencia hepatica, insufi-
ciencia renal etc.), con dosis maximas de tolerancia y en algunos casos referencias a un determinado
volumen de 6rgano (100%, 66%, 33%). Estas tablas suelen marcar los limites maximos de dosis en
niveles que puede producir complicaciones en un 5% de los pacientes, a 5 afios de culminado el
tratamiento, lo cual se considera aceptable tratandose del control de una enfermedad oncoldgica.
Desde el afio 2010, nuevos conceptos y valores de restricciones de dosis se han elaborado a las

desarrolladas por Emami. Las tablas QUANTEC son hoy las mas utilizadas.
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Efectos adversos de la radiacion

Como mencionamos, los efectos adversos de la radiacion pueden ocurrir durante el trata-
miento o inmediatamente después, los efectos agudos, o en el caso de efectos tardios aparecer
meses o afios después de finalizado el tratamiento. Los efectos agudos en general desaparecen
sin dejar secuelas en cambio los efectos adversos tardios son permanentes. Los efectos adver-
sos en los 6rganos sanos dependen del 6rgano y el tamafio de volumen irradiado, de la dosis
total, la dosis/fraccion diaria y el tiempo transcurrido entre las fracciones. Los efectos adversos
de la radioterapia ocurren solo en la zona del cuerpo que ha recibido irradiacion.

Para facilitar el analisis del dafio producido por la radiacion, los érganos han sido agrupados
en organos con estructuras paralelas, érganos en linea y érganos mixtos. Los érganos en para-
lelo tienen multiples unidades funcionales iguales y si una parte es dafada el resto, mediante la
reserva funcional, es capaz de mantener la funcion del érgano. Los efectos tardios de los 6rganos
en paralelo son dependientes de la proporcién del volumen del érgano irradiado y son ejemplo
de éstos el higado y el rindn. En cambio en los érganos en serie cada unidad funcional es critica
para su funcién. Los efectos tardios son dependientes de la dosis maxima en cada segmento, la
que si es sobrepasada puede interrumpir su funcion, son ejemplo de éstos la médula espinal y
el intestino. Los 6rganos mixtos tienen ambos componentes y ejemplo de éstos es el cerebro. La
tolerancia a la radiacion es propia para cada persona dependiente de los mecanismos de repa-
racion del dafio. Los radioterapeutas han estudiado y disefiado tablas que permiten estimar los
riesgos de dafio por radiacion para los diferentes 6érganos, considerando efectos promedio para

una poblacion.

El tratamiento con radiacion debe balancear el control del cancer con el dafio

a los tejidos sanos, como se menciono6 con anterioridad.

Efectos adversos mas comunes

Piel: El uso de aceleradores lineales de alta energia ha disminuido la irradiacion de la piel,
evitando los efectos adversos. En los casos en que la irradiacidon debe ser superficial, los efectos
agudos mas frecuentes son el eritema, que evoluciona a hiperpigmentacion, en los casos que la
dosis recibida es mas alta, puede originar descamacion seca y luego ulceracién. La piel se rege-
nera entre una a cuatro semanas realizando curaciones con suero fisiolégico y cubriéndola con
crema humectante.

Los efectos adversos tardios en la piel son la fibrosis, acartonamiento de la piel, sequedad,
hiperpigmentacion y telangectasias.

Abdomen y pelvis: Los 6rganos mas vulnerables a la radiacion en la cavidad abdominal son
el intestino y el colon. En la fase aguda la manifestacion inicial es el aumento de la frecuencia y

la disminucién de la consistencia de las deposiciones, que progresa hasta un cuadro de diarrea.
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La irradiacion del estbmago produce nauseas que pueden acompafarse de vomitos. Los sinto-
mas se inician una hora después de recibida la radiacion en el estbmago y debe prevenirse con
profilaxis antiemética previa.

Los efectos tardios en el tubo digestivo pueden ser diarrea cronica, dolor abdominal, dismi-
nucién de peso, sangrado y obstruccién intestinal. La introduccién de mejores técnicas de radia-
cion ha permitido que las complicaciones tardias se presenten actualmente con baja frecuencia.

Térax: La irradiacion pulmonar (dependiendo de la dosis y volumen) puede producir neumo-
nitis como efecto adverso agudo. Esta se manifiesta por tos seca, fiebre, dolor toracico y dificultad
respiratoria, mediante una radiografia de térax se muestra una neumonitis en la zona irradiada,
sin que exista otra causa que la explique. El tratamiento es con corticoides en dosis altas y que
deben disminuirse muy gradualmente en meses.

La fibrosis pulmonar es el efecto tardio de la irradiacion y produce alteracién en las pruebas
funcionales del pulmén. La irradiacion del eséfago produce en forma aguda disfagia y sensacion
de obstruccion al ingerir alimentos. Durante el tratamiento es necesario que la alimentacién sea
blanda, con trozos pequefios o papilla de forma de no traumatizar la mucosa ya inflamada por la
radiacion. Es necesario agregar analgésicos para permitir la deglucion.

Los efectos adversos tardios del es6fago son alteracion de la motilidad y la disminucion del
calibre esofagico por fibrosis, que en ocasiones puede llegar hasta la obstruccion del eséfago.
En estos casos el uso de dilataciones endoscopicas periodicas puede ser necesario para recu-
perar el lumen esoféagico.

La irradiacion del corazén se ha minimizado, utilizando técnicas avanzadas de radioterapia
toracica con el fin de evitar los efectos tardios como la pericarditis y especialmente la enfer-
medad coronaria que ocurre 10 a 15 afios después del tratamiento y se suma a los factores de
riesgo habituales de la enfermedad tabaquismo, hipercolesterolemia, historia familiar, obesidad
e hipertension.

Cabeza y cuello: En el tratamiento del cancer de cabeza y cuello se irradian diferentes érga-
nos sanos adyacentes al tumor y su drenaje linfatico, los que tienen diferentes sensibilidades a
la radiacion. Los efectos adversos agudos mas frecuentes son la mucositis, inflamacién y ulce-
racion de la mucosa con posible sobreinfeccion, que genera dolor que dificulta la alimentacion
con baja de peso. Al mismo tiempo ocurre pérdida del sabor de los alimentos, disminucién de la
saliva, primero el componente acuoso quedando una secrecién adherente, dificil de eliminar que
causa nauseas. Ademas se puede agregar dificultad para tragar por inflamacion del musculo
constrictor de la faringe, disfonia por irradiacion de la laringe y cambios en la piel por ser el
drenaje linfatico superficial.

Estos sintomas aumentan en forma importante si se trata con radioquimioterapia concomi-
tante. El uso de radioterapia por modulacién de intensidad, IMRT, permite una mejor proteccion
de los 6rganos a riesgo disminuyendo los efectos de la radiacion especialmente los tardios.

Los efectos adversos tardios son la sequedad bucal que condiciona una pérdida de la protec-
cion dental por la saliva y dafio severo a la dentadura, si no es cuidada y fluorada regularmente.

La sensibilidad de la mucosa y el sabor pueden mantenerse alterados, la fibrosis del musculo

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 171



PRINCIPIOS DE RADIOBIOLOGIA — A. M. GUERCI Y E. E. OCOLOTOBICHE (COORDINADORAS)

constrictor de la faringe puede alterar la deglucion, en el cuello se produce fibrosis y linfedema
que puede requerir drenaje linfatico.

Sistema nervioso: La irradiacion del cerebro puede generar aumento de la presion intracra-
neana por edema cerebral, el que habitualmente ya esta presente causado por la lesién tumoral.
El edema cerebral produce cefalea y si es profuso nauseas, vomitos y se pueden acompafiar de
somnolencia, déficits neurocognitivos, motores y sensoriales. Se trata con corticoesteroides que
se dosifican de acuerdo a la intensidad de los sintomas.

Los efectos adversos tardios de la irradiacion a todo el cerebro son las alteraciones neuro-
cognitivas, que son mas intensas en los nifios, produciendo retardo mental. La irradiacion focal
a dosis altas, puede producir necrosis con proliferaciéon vascular anormal que se manifiesta por
edema cerebral intenso y se trata con corticoesteroides, antiangiogénicos y eventualmente ciru-
gia que remueve el foco de necrosis.

Los efectos adversos tardios de la irradiacion de la médula espinal pueden ser transitorios o
irreversibles y dependen de la dosis total, tamafo de dosis/fraccion y largo de la médula irradiada.
La alteracion mas frecuente es la mielopatia transitoria, signo de Lhermitte, que ocurre 2 a 4
meses después del tratamiento y que consiste en la sensacion de un shock eléctrico a lo largo
de la columna hasta las piernas y que puede ser desencadenado por la flexién de la cabeza. Las
molestias pasan espontaneamente y se piensa se deben a un proceso de desmielinizacion. La
lesion permanente de la médula es muy rara y las molestias se inician 9 a 15 meses después del
tratamiento con aparicion de parestesias y alteraciones sensoriales que progresan hasta producir

paralisis distal al sitio de la lesion.

Conclusiones

La radioterapia, asi como las demas especialidades, evoluciona permanentemente. Como
hemos podido expresar a lo largo de este capitulo, se nutre del aporte de varias disciplinas: la
oncologia molecular, la radiobiologia, la fisica, la ingenieria de disefio de equipos de imagenes
y tratamiento, la informatica etc.

En general, podriamos decir que se tiende a una mayor precision en la capacidad de entrega
de dosis de radiacion, considerando las variaciones dinamicas de los volumenes corporales a lo
largo del tiempo total de tratamiento, la movilidad del paciente durante una fraccién y su variacion
de posicionamiento entre una y otra aplicacion. Si sumamos la posibilidad de registrar en image-
nes las variaciones en el estatus biolégico de distintas porciones de tejido dentro y fuera del
tumor (PET/CT con diversos compuestos, espectroscopia por resonancia), es posible definir sub
regiones del interior de la masa tumoral que requieran mayor o menor dosis de radiacion para
un adecuado tratamiento. Potencialmente mejoran los resultados clinicos de control con reduc-

cion a la minima expresién de la toxicidad en los tejidos sanos circundantes.
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En definitiva, el desarrollo pleno de estos aspectos técnicos y el mayor conocimiento biolégico
de la enfermedad obtenido en los trabajos de investigacion, resultara fundamental para elevar el

aporte de la especialidad al bienestar de nuestros pacientes.
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Todo sale del gran libro de la naturaleza; las obras de los hombres son ya un libro impreso.

Antoni Gaudi

Fuente: https.//historia-arte.com/movimientos/art-nouveau
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	Por el contrario, las mutaciones que suceden en células somáticas, sólo se transmiten a sus células hijas (mitosis), no al organismo completo. Pueden afectar a cualquiera de los 46 cromosomas, de células de cualquier tejido del cuerpo, tanto durante e...
	Figura 4.2. Colores del cáncer.
	Considerando la magnitud de estos cambios, podemos hablar de MICROLESIONES o mutaciones puntuales, si involucran uno o pocos nucleótidos. Son los cambios comúnmente conocidos como “Mutación”. Las MACROLESIONES o aberraciones cromosómicas involucran gr...
	Cuando el cambio sucede en una región génica (estructural o reguladora) puede alterar su mensaje y llevar a una enfermedad hereditaria, monogénica o mendeliana, en tanto su forma de transmisión sigue las leyes de Mendel.
	Finalmente podemos mencionar que estas modificaciones en la secuencia del ADN responden a tres causas generales: sustituciones, deleciones o inserciones de nucleótidos. En cuanto a las sustituciones, implican literalmente un cambio de nucleótido y son...
	Para visualizar lo expuesto, si la secuencia original fuera: 5´ABCDEFG3´, una sustitución sería: 5´ABCXEFG3´ (de igual longitud); una deleción: 5´ABCEFG3´ (segmento más corto) y una Inserción: 5´ABCXDEFG3´ (segmento más largo).
	Figura 4.3. Cambios moleculares que llevan a la instauración  de mutaciones de punto.
	Aberraciones cromosómicas
	Desde las primeras décadas del siglo XX, a partir de investigaciones realizadas en Drosophila y Tradescantia, se pudo comprobar que las radiaciones ionizantes no sólo inducen modificaciones celulares y genéticas sino también alteraciones estructurales...
	En términos moleculares, se propone que la fusión entre las DSBs interactuantes, estaría mediada por el mecanismo de reparación no homóloga (NHEJ). La aberración cromosómica se generaría cuando dos o más fragmentos doble cadena, del mismo o distinto c...
	Figura 4.4. Formación de translocaciones cromosómicas debido a  DSBs en cromosomas no homólogos.
	Teniendo en cuenta la respuesta observada, se puede pensar que la trayectoria de un electrón rápido puede romper un cromosoma en varios lugares y generar intercambios proporcionales a la dosis, independientemente de la tasa, si es baja. A mayores dosi...
	Por otra parte, considerando que los cromosomas representan el máximo grado de condensación de la cromatina durante la división celular, las aberraciones que se observan en metafase pueden incluir al cromosoma o a la cromátide. Las primeras resultan d...
	Figura 4.5. Daño en metafase según la lesión y etapa del ciclo celular donde se produjo la irradiación.
	Si se tiene presente que pueden formarse muchas clases de aberraciones cromosómicas, entendemos que puede ser más útil limitarnos a describir aquellos rearreglos que resultan letales (inestables) para la célula o que sin comprometer la viabilidad está...
	Al mismo tiempo, tenemos dos tipos de rearreglos que no son letales (estables): las translocaciones recíprocas y las deleciones pequeñas. Una translocación involucra rupturas en dos cromosomas, antes de ser replicados (G1), e implica intercambio entre...
	Como observación particular, se destaca que los reordenamientos genómicos se vuelven más comunes a medida que los organismos envejecen, en última instancia, conduciendo a la desregulación de la transcripción y a las neoplasias.
	Figura 4.6. Dicéntricos, anillos y fragmentos radioinducidos, observados durante metafase mediante microscopía óptica a 1000 aumentos.
	Dosimetría biológica
	Las aberraciones cromosómicas en linfocitos periféricos, han sido ampliamente utilizadas como biomarcadores de exposición a la radiación. En muestras de sangre obtenidas para evaluación citogenética, luego de pocos días o semanas desde la exposición t...
	Es importante mencionar que la vida de los linfocitos ronda los 1500 días y sufren recambio lento del torrente sanguíneo. Esto hace que la circulación con aberraciones inestables (dicéntricos que no pasan la división celular) vaya disminuyendo con el ...
	En cuanto a las dosis, pueden observarse aberraciones cromosómicas estructurales a partir de 0,1 Gy. Entre 0,5–2 Gy en promedio se podría encontrar una aberración/célula. Para radiación gamma a 0,5 Gy se esperan 2 dicéntricos/100 células. A dosis baja...
	Figura 4.7. Función matemática que explica el daño cromosómico letal.
	La aplicación de la dosimetría biológica permite resolver diversos escenarios de exposición, como por ejemplo accidentes médicos. También, en el caso de astronautas, mineros del uranio o habitantes de lugares con altos niveles de radiación (Kerala, In...
	Como corolario se destaca que las aberraciones cromosómicas representan macrolesiones que no han sido bien reparadas y se correlacionan con la letalidad y mutagénesis radioinducida. Así comprendemos porque consideran una de las bases de los efectos ti...
	La significancia de la muerte para la vida
	“La muerte y la vida son transformaciones incesantes. No son el final de un principio. Una vez que consigamos comprender este principio, podremos dar igual valor a la vida y a la muerte”
	-Chuang Tzu (369-286 a.C.) citado en S. Critchley, El libro de los filósofos muertos.
	Figura 4.8. La muerte de Pablo Escobar. Fernando Botero.
	Muerte celular
	Como hemos visto, la radiación ionizante induce modificaciones en los cromosomas. Si bien el efecto depende de la estirpe celular, carga genética y momento en el que ocurra la exposición (fase del ciclo celular), estos cambios llevan a la pérdida del ...
	Figura 4.9. Consecuencias letales de la irradiación.
	.
	Catástrofe o muerte mitótica
	Este tipo de muerte celular alude a la incapacidad de ejecutar eficazmente la mitosis. Se correlaciona con la presencia de aberraciones cromosómicas no reparadas, generalmente de gran envergadura. Es la principal vía de letalidad provocada por la radi...
	La catástrofe mitótica implica la inducción prematura a mitosis, antes que terminen las fases S y G2. Comienza con la condensación desigual y precoz de la cromatina alrededor del núcleo. El proceso es promovido por la inhibición de proteínas que contr...
	Este tipo de muerte puede ocurrir en la primera división celular o subsiguiente a la exposición a radiaciones ionizantes. Las mitosis aberrantes producen segregación atípica de los cromosomas y la división celular implica formación de células gigantes...
	Muerte diferida
	En el caso que la irradiación induzca aberraciones cromosómicas más leves que dicéntricos o rearreglos complejos, generalmente se logra la división celular y transmisión de los cambios a las próximas generaciones. Las translocaciones, deleciones o inv...
	Figura 4.10. La persistencia de la memoria. Salvador Dalí..
	Muerte inmediata
	Ocurre a minutos o pocas horas de producida la exposición a dosis altas de radiación. Puede interpretarse como un suicidio celular, dado por el agotamiento energético debido a la síntesis masiva de polímeros. La hiperactivación de la enzima PARP-1 ind...
	Senescencia
	Alternativamente a la inducción de apoptosis, la activación y sobreexpresión de p53 por radiación ionizante y subsecuente expresión de p21, llevan a detener irreversiblemente el ciclo celular en G1. Este fenómeno se observó en fibroblastos diploides y...
	Apoptosis
	Este término griego, alude a la caída otoñal de las hojas de los árboles. Su analogía celular busca describir como a partir de ciertos estímulos, una célula activa el camino que la lleva a su muerte. El proceso programado desde el genoma, tiene como f...
	Durante la apoptosis se observan cambios morfológicos de la célula, como la condensación de la cromatina en la periferia nuclear y su posterior fragmentación. También la célula se redondea y reduce el volumen celular, conservando aún la membrana plasm...
	Existen tres cambios moleculares que caracterizan la apoptosis: 1) activación de caspasas (cisteína-proteasas), 2) fragmentación de la cromatina y algunas proteínas y 3) cambios de la membrana plasmática y reconocimientos de macrófagos, que resulta en...
	La apoptosis se puede ejecutar por tres vías diferentes, según la dosis de radiación y estirpe celular. Generalmente, la radiación ionizante induce la vía intrínseca, que implica un aumento de la permeabilidad mitocondrial y liberación de moléculas pr...
	Vía intrínseca (o mitocondrial)
	Se inicia con estímulos internos como el daño genético irreparable, la hipoxia o el estrés oxidativo severo, entre otros. En el caso de la irradiación, esta vía se instaura luego de la inducción de SSB y DSB sin posibilidad de reparación. La respuesta...
	Bajo condiciones normales BCL-2 está presente en la membrana y ejerce efecto antioxidante manteniendo el poro cerrado. Cuando predomina BAX, se abre el poro y libera el citocromo c, que se une a una proteína adaptadora (ApaF1: factor de activación de ...
	Como punto singular, se menciona que algunas proteínas de choque térmico (HSP) que interfieren con la formación del apoptosoma e impiden este proceso en células tumorales, podrían ser blanco de terapias de radiosensibilización.
	Figura 4.11. Secuencia de sucesos programados.
	Vía extrínseca (o del receptor de muerte)
	La apoptosis radioinducida también puede darse por esta vía canónica, que se activa por p53, cuando los ligandos de muerte se unen a sus receptores. Entre ellos, los más conocidos son el receptor del Factor de Necrosis Tumoral TNFα, y una proteína rel...
	Vía de estrés de membrana
	Este proceso es independiente del daño al ADN y de p53. La RI induce la formación de ROS, que inflige daño oxidativo a lípidos de la membrana plasmática e implica la activación de la Esfingomielinasa, que lleva a la hidrólisis de esfingomielina de la ...
	Autofagia
	Es un proceso regulado por la célula, que posibilita la degradación ordenada y el reciclaje de componentes celulares. Permite eliminar componentes innecesarios o disfuncionales. Se establece por la digestión de organelas dañadas, como Cuerpos de Golgi...
	Figura 4.12. Pasos secuenciales del proceso de autofagia.
	La autofagia posibilita la adaptación celular en condiciones de privación de reservas metabólicas. De esta manera, representa un mecanismo de sobrevida y probablemente es cardinal para la homeostasis celular. En el caso extremo de inanición, la descom...
	Por otra parte, este proceso juega un rol importante en la supervivencia de las células tumorales, que lo usan como una forma de combatir el estrés. Se ha observado que su inhibición mejora la eficacia de las terapias contra el cáncer. Se ha sugerido ...
	La identificación de genes de esta vía en la levadura, posibilitó deducir el mecanismo de este proceso, considerado de tal significancia, que llevó a la concesión del Premio Nobel de Medicina al investigador japonés Yoshinori Ohsumi.
	Se dará un cierre a esta sesión, resumiendo en la siguiente tabla, los diferentes procesos letales que puede sufrir una célula de mamífero, luego de ser expuesta a dosis altas de radiación ionizante.
	Tabla 1.4. Clases de muerte celular radioinducida en relación al estirpe celular.
	Curvas de sobrevida
	Estas curvas describen la relación entre la dosis de radiación absorbida por una población celular y la fracción de células que sobrevive a esa exposición. Fueron inicialmente realizadas por Puck y Marcus en 1956, a partir del trabajo con células cult...
	Ante todo, se debe tener presente que la muerte celular puede concebirse de diferentes maneras. Por ejemplo para células diferenciadas que no proliferan (nervio, músculo, células secretoras), puede ser entendida como la pérdida de una función específi...
	A través del ensayo clonogénico (mide la capacidad de una célula de formar colonias mediante divisiones sucesivas), se ha logrado construir curvas de sobrevida a diferentes dosis de radiación, para diversas líneas celulares de mamíferos. Por convenció...
	Figura 4.13. Efecto de la LET sobre la curva de sobrevida.
	Su abordaje simple refiere que a dosis bajas, para radiación de baja LET (escasamente ionizante) como los rayos X, la curva comienza como una trama lineal – logarítmica, con una pendiente inicialmente finita. Esto es, la fracción de sobrevida es una f...
	Si bien se han esbozado diversas interpretaciones biológicas, este Modelo Lineal Cuadrático (MLQ) es el más utilizado en el ámbito de la Radioterapia, por ser una representación adecuada de los datos y presentar dos parámetros fácilmente ajustables (α...
	S=e –αD- ʙD2 en la cual S es la fracción de células que sobreviven a una dosis D, y α y В son constantes.
	Cuando el componente del daño letal proporcional a la dosis, es igual al componente del daño letal referido al cuadrado de la dosis: αD= ʙD2 tenemos la relación D= α/ʙ. Es la dosis en la cual, ambos componentes contribuyen por igual a la letalidad rad...
	El ajuste de estas curvas a una función matemática, da la posibilidad de relacionar y comparar resultados obtenidos a partir de distintos tipos de células. También de cuantificar el efecto cuando se modifican determinadas condiciones (tasa de dosis, p...
	En términos pragmáticos, el MLQ se utiliza desde hace varias décadas en radioterapia, dado que presenta un buen ajuste entre 0,5 y 10 Gy. La correlación entre el valor de sobrevida a 2Gy y la respuesta radioterapéutica es directa. En su uso cotidiano ...
	Factores que influyen en la respuesta celular a la irradiación
	Las curvas de sobrevida posibilitaron evidenciar los factores más significativos que afectan la respuesta celular a la radiación. El efecto a una exposición radiante, no sólo dependerá del tipo de célula y de la dosis o de su tasa, sino también como h...
	Las células de mamífero presentan un máximo de radiosensibilidad en G2 y M y un máximo de radioresistencia en la fase S tardía del ciclo celular. En G1 la sensibilidad a la radiación es intermedia, pero varía con la línea celular. Dado que la frecuenc...
	En relación al ciclo celular, también es importante mencionar que la radiación altera su progresión (redistribución radioinducida). En las células de mamífero (salvo las que presentan mutaciones en ATM), se observa una detención en G2, de aproximadame...
	Finalizando este punto y como factor de gran significancia se entiende que la calidad de la radiación debe ser considerada ante todo, en tanto radiaciones de distinta LET, pueden variar en la dosis que produce un respuesta dada, aún en las mismas cond...
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	Generalidades del tratamiento radiante
	- Definir la posición del paciente por medio de dispositivos para reproducir esa posición día a día, con la inmovilización adecuada y confortable.
	- Localizar y definir en forma precisa el volumen a ser cubierto con dosis de prescripción y evitando al mismo tiempo abarcar los órganos vecinos sanos.
	- Colaboración con físicos médicos con el fin de identificar los medios óptimos para llevarlo a cabo.
	Generalidades de la Física de la Radioterapia
	- Llevar una dosis adecuada y lo más homogénea posible al volumen tumoral, con la finalidad de conseguir el mayor daño a las células tumorales (TCP= Tumor Control Probability)
	- Preservar los tejidos sanos y así evitar la irradiación al mayor volumen posible de tejidos sanos (NTCP=Normal Tissue Control Probability)
	- Garantizar un mínimo de exposición al personal médico y paramédico que es expuesto a las radiaciones durante su trabajo, así como también al público en general.
	- Imágenes planas en 2D: electronic portal imaging devices de megavoltaje o kilovoltaje (Kv) para visualizar marcadores radioopacos.
	- Imágenes volumétricas: ecografía, tomografía computarizada.
	- Imágenes 4D (obtener información anatómica en referencia a los cambios producidos por respiración) en tiempo real, en la sala de tratamiento, es el fundamento de la IGRT.
	- Agudos: se presentan durante el periodo de irradiación o hasta el segundo o tercer mes del inicio del tratamiento. Suelen corresponderse con la muerte celular inducida en los tejidos normales de reacción aguda (los de tiempo de recambio mas corto: m...
	- Tardíos: aparecen después de un año del tratamiento. Suelen corresponderse con depleción de células de reposición de los distintos tejidos o con daño a la microvasculatura de los mismos. Se admiten como los más relevantes, ya que pueden ser de difíc...
	- Los efectos determinísticos son los que tienen una intensidad que se correlaciona con la dosis de radiación recibida, es decir, la magnitud del efecto tóxico es mayor cuanto mayor la dosis administrada durante el tratamiento. Tienen un umbral de dos...
	- Los efectos estocásticos son los que se relacionan con mutaciones génicas derivadas de daños subletales mal reparados, que surgen del tratamiento. Su probabilidad de ocurrencia es proporcional a la dosis administrada y al volumen de tejido irradiado...
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