LA-CoNGA physics

Fisica Médica Clase 07

Radiobiologia Prof. José Antonio Lépez Rodriguez
03 de julio de 2023



"

Radiobiologia parte 1

José Antonio Lépez

Universidad Central de Venezuela

mattermost: ©@jose.antonio.lopez

3 de julio de 2023




Organizacién de tejidos y crecimiento tumoral
El ciclo celular
Crecimiento en tejidos

Dafo celular por radiacién
Radiobiologia

Mecanismos de muerte celular por radiacién
Tipos de muerte celular
Mecanismos de muerte celular
Fraccién de supervivencia, efecto y radiosensibilidad

Modelos de dafo celular por radiacién y control tumoral
Blanco tdnico
Blanco mudiltiple
Modelo lineal-cuadratico

2/48



2

Organizacién de tejidos y crecimiento tumoral




e Organizacién de tejidos

» Objetivo: Pasar del ciclo celular a la dindmica de la poblacién celular en tejidos.

4/48



e Organizacién de tejidos

» Objetivo: Pasar del ciclo celular a la dindmica de la poblacién celular en tejidos.
» Individuo — Poblacién.

4/48



e Organizacién de tejidos

» Objetivo: Pasar del ciclo celular a la dindmica de la poblacién celular en tejidos.
» Individuo — Poblacién.

» Se pueden esperar efectos emergentes.

4/48



e Organizacién de tejidos

» Objetivo: Pasar del ciclo celular a la dindmica de la poblacién celular en tejidos.
» Individuo — Poblacién.

» Se pueden esperar efectos emergentes.
» Concepto clave: Célula clonogénica.

4/48



e Organizacién de tejidos

» Objetivo: Pasar del ciclo celular a la dindmica de la poblacién celular en tejidos.
» Individuo — Poblacién.
» Se pueden esperar efectos emergentes.

» Concepto clave: Célula clonogénica.
» Pueden dividirse indefinidamente.

4/48



e Organizacién de tejidos

» Objetivo: Pasar del ciclo celular a la dindmica de la poblacién celular en tejidos.
» Individuo — Poblacién.
» Se pueden esperar efectos emergentes.

» Concepto clave: Célula clonogénica.

» Pueden dividirse indefinidamente.
» Motor del crecimiento de una poblacién celular.
o
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El ciclo celular

» El ciclo celular tiene dos fases de actividad critica
y dos fases de espera entre ellas. ®

Figura: Ciclo celular. imagen de Richard
Wheeler 2006. Schematic representation of the cell
cycle. Cytokinesis forms rapidly in the process of the cell

cycle. CC BY-SA 3.0
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@ Distribucidon de células en el ciclo

Una poblacién distribuida uniformemente en todas las fases del ciclo se desordena
inmediatamente.
t=0

t=Te>0

Gl Gl

G2 G2
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e Duracidon de las fases

» Marcar las células que hacen
sintesis.

00

100

N G2 G2+M G2+$ Te+G2

Figura: Método para medir los tiempos de duracién
de las fases del ciclo celular. Inspirado en Hall [1994]
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e Duracidon de las fases

» Marcar las células que hacen
sintesis.

» Observar el porcentaje de células
OO marcadas que llegan a la mitosis.
— — » Los cambios de pendiente van

indicando los tiempos de cada
fase del ciclo.

fowewm e Tea2 » La duracién de cada fase y la
QO O distribucién de la poblacién
celular a lo largo de ellas es un
Figura: Método para medir los tiempos de duracién factor relevante en la respuesta
de las fases del ciclo celular. Inspirado en Hall [1994] biolégica de un tejido a la
radiacioén.
o

7/48



e Algunas definiciones
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@ Algunas definiciones

> GO: células que no estdn participando del ciclo celular

» Fraccidén de crecimiento: es la fraccién de la poblacién celular que no esta en GO
» Factor de pérdida celular

> &=1- Tpot/Tdr

» Thot €s el tiempo de duplicacién potencial

> Ty es el tiempo de duplicacién real

» Si ® =0, Tpor = Tyr. La poblacién crece a su mayor potencial.

» Si® =1, Thor << Ty, La poblacién no se duplica jamds. Esta equilibrada.
» Indice mitético (M1): es la fraccién de células en mitosis en el instante de

observacién.

> indice de etiquetado (LI): es la fraccién de células que esta en fase S en el
momento de observacién.
o
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Indices y duracién de las fases

Distribucién uniforme de células en el ciclo celular

» En una poblacién de distribucién L
uniforme sobre las fases del ciclo “
> MI=1u ¢
J— TSC 1,08 4
> LI =7
s 0 0,2 04 0‘.6 0.8 1
» La distribucién no suele ser uniforme.
> MI = Ay 5
— Ts
> LI =)l
! Distribucién de células en el ciclo con escalén en Te Valor de As en funcién de Te
N
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e Organizacién del crecimiento celular en tejidos
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e Organizacién del crecimiento celular en tejidos

» Nos referimos a células y tejidos de humanos o mamiferos.
» En un adulto sano hay equilibrio en la produccién celular.
» Es el caso de & = 1. Las poblaciones celulares se mantienen.

> Las células se organizan en compartimientos. Conjuntos de células con diferentes
grados de especializacion y capacidad reproductiva.
o
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@ Hay dos tipos de organizacion

Compartimientos jerarquicos
» Son tejidos de renovacion celular
rapida.
» Los compartimientos estan bien
diferenciados fisicamente.

» Células madre.
» Células precursoras.
» Células funcionales.

» Ejemplos: Piel, mucosas, epitelio

intestinal, sistema hematopoyético.

Compartimientos flexibles (o no
jerarquico)
» Son tejidos de renovacion celular
lenta.

P> Las células madre y las células
diferenciadas estan mezcladas y
podrian intercambiar roles.

» Ejemplos: Higado, rindn, pulmones,
sistema nervioso central.
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e Criptas de Lieberkiihn
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Figura: Criptas de Lieberkihn By Boumphreyfr -
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BY-SA 3.0

viLL

Vo 5 |
SMOOTH
MUSCLE @
G, /A~ ENTEROCYTES

MITosIs

UNDIFFERENTIATED CELLS ENDOCRINE CELL

PANETH CELL

MUSCULARIS MUCOSA

Figura: Small intestine Histology Atlas, by Yves Clermont,
Michael Lalli & Zsuzsanna Bencsath-Makkai, are licensed under a Creative

Commons Attribution-Noncommercial-No Derivative Works 2.5 Canada

Licence

12/48


https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=47914410
http://audilab.bmed.mcgill.ca/HA/html/dig_29_E.html
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/ca/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/ca/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/ca/

e Crecimiento tumoral

. ~

» Compartimientos (4) Reclutamientci’,/ : \‘\\Diferenciacién
» Divisidn activa ;
> Reposo (GO0 o Q) ; :
> Diferenciadas (estéril) //'Reposo
» Células muertas o agonizantes - P

» Hay intercambio de células entre . See----
casi todos los compartimientos. \ /
» Pérdida de células \ s

» Muertas hE .
> Metdstasis
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e Crecimiento tumoral para dummies

» Volumen (tumores sélidos)
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e Crecimiento tumoral para dummies

» Volumen (tumores sélidos)

> Esferas' V = ZD3.

» Elipsoide V' = %lcp.

> El minimo tamafio observable en imdgenes es ~ 1 g (1 cm?®).
» Crecimiento

» Tumores pequeiios, 100 g en algunos casos, tienen un crecimiento exponencial.
» El tiempo de duplicacién del tamafio es constante Tp = In (2)7

V:‘/g(i%.

lcomo las vacas
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e Crecimiento tumoral para dummies

P> Para tamainos mayores el comportamiento se aleja de la ley exponencial.
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P> Para tamainos mayores el comportamiento se aleja de la ley exponencial.

» Un modelo muy utilizado es el de Gompertz.

A(1—e— Bty

V =Voe B

» El tamafio de la poblacién celular es una funcién de tipo sigmoidal.
» El crecimiento es limitado por una cota superior.
» Para tiempos pequeiios el comportamiento es exponencial.
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@ Crecimiento tumoral para dummies

» El modelo tiene tres parametros

» B! es la escala temporal que limita las fases exponencial y asintética.
Si Bt << 1,

A(—e— Bty A(Bt)
V =Voe B ~Voe 5 = Voet

» A~ es |a escala temporal caracteristica en la fase exponencial.
> VoeA/B es el valor limite de V(¢ >> B~1).
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Gompertz Vo=1E-9 ml, A=32.78B Gompertz Vo=1E-9 ml, A=32.78B
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@ Otros modelos

» Otros modelos hacen diferenciacién mas fina entre

L olo[o[o[o[a]o[ojo[o[0[0
fases y escalas de crecimiento. 0]oloolaaa]alo00[0
. . . . ., i _lo]o [aTalalala]olo]o
» Es interesante incluir la dimensién espacial. B glallzlojojofo
. “ o 2[2]Z]2]z]o |00
> Modelo de potts celular. Ver: (Szabé and Merks S o
[2013]) olo|o[2[2[2[2[2[z[EX o [0
. . o(o/ofof2]2|2 00
> Se trabaja sobre un lattice oo ololo[2 olo[
> Los grados de libertad de espin en cada sitio e nng‘g .

permiten definir los dominios celulares y el tipo de
célula.

» El Hamiltoniano se define en principio para
favorecer la conservacion de la masa en las células
(su volumen), adherirse a las células vecinas, etc.

Figura: Modelo celular de Potts
por: Renskevroomans, CC BY-SA 4.0,

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cpm_layout.pdf
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Dano celular por radiaciéon
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» Fase fisica

» El transporte de radiacién en la materia produce
el desplazamiento de particulas cargadas
(electrones)
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» Fase fisica
» El transporte de radiacién en la materia produce
el desplazamiento de particulas cargadas
(electrones)
P Alteracién estructural en moléculas: rotura de
enlaces y generacion de radicales libres.
o
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@ Importancia de la dosis

» La probabilidad de generar un efecto sobre la célula depende de la cantidad de
ionizaciones producidas.

» Energia de las particulas incidentes (umbral de radiacién ionizante).

» Cantidad de particulas incidentes por unidad de masa — energia depositada por
unidad de masa — dosis.

> [D] = & = Gy (Gray).
> También depende del tipo de particula incidente.
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Nucleos, protones y neutrones®

>
>

v

Radiacién de alta LET*

Producen un patrén de
ionizaciones denso a lo largo de su
trayectoria.

Trayectoria recta.

El efecto se concentra en un radio
relativamente pequeio.

Una sola particula puede generar
un efecto localizado y
suficientemente grande para
afectar directamente el DNA de
una o varias células.

Fotones

>

>

Patrén de ionizaciones disperso, mas
homogéneo en el volumen.

Es menos probable generar un dano
considerable al DNA en un unico evento.
El efecto sobre la célula se potencia debido
a la via indirecta,

H>0 + vy — H20+ +e .

2/3 del efecto debido a fotones es
indirecto.

Electrones: dosis superficial. Electrones del
medio contribuyen como secundarios en la
distribucién de la dosis (rayos d).
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» Fase quimica
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» Fase quimica

» Radicales libres reaccionan en el medio. La
abundancia de agua en el medio celular es clave.

» Restauracion del equilibro quimico puede
terminar produciendo cambios estables en las
moléculas del medio.

» Hay procesos de fijado: La estructura de las
moléculas del medio cambia.

» Hay procesos de reparacion: Los radicales libres
son neutralizados
o
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@ Radidlisis del agua y radicales

Reacciones en el medio celular Hacemos la contabilidad

> HyO +v — HoOF + e » Cada electrén aporta

> ¢~ sigue un canal: > Un ién hidréxido ~OH.
» H,O+e” — H,O" — "OH+H » Un radical libre H'.

» H,O7 sigue uno de dos canales > Cada HyO™ aporta

equivalentes » Un ién hidronio HsO™ o un protén

» H,0" — H* + OH HT.
» H,0" + H,O — H;0" + OH » Un radical libre "OH.

» Los iones H3O" (o H') y “OH ya estdn presentes en el medio celular y no
alteran el equilibrio homeostatico.

» Los radicales ‘OH y H' pueden migrar facilmente y producir reacciones nuevas.
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@ Canales de reaccién de radicales

» Restauracién
‘OH+H — Hy0

» Aparicion de sustancias daninas
'"OH + OH — H509
» Cambios en moléculas complejas y generacién de nuevos radicales

'OH(H)+ R — CHy — R’ = R— CH — R/ + H,O(H,).
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e Fase bioldgica

» Fase biolégica
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e Fase bioldgica

» Fase biolégica

» Reacciones enzimdticas reparan el dafo residual
en moléculas clave (DNA).

» Es muy eficaz. Consiste en una gran cantidad de
mecanismos.

» Los cambios quimicos residuales no reparados
pueden ser origen de mutaciones, muerte celular,
cancer, etc.

o
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@ Fases de la accion de la radiacidon en la materia viva

Excitacién
Formacién de radicales libres |~ SN
X

lon

Reacciones de radicales libres _
Reacciénes enzimiticas |~~ N
!

x

Predominante en alta LET

‘ Neutralizacién de radicales ‘ e

7| HoO 47 = Hy0F 4+ e
Fijacién de radicales (S

/
Accién indirecta | RN

‘ Predominante en fotones (2/3 del efecto) ‘

‘ Procesos de reparacién bioldgica ‘

Reproduccién celular

Efectos tempranos
Efectos tardios

t(s)

. . ] ] ] ] ] ] ] . . . . . . . . . . . . ; . . . . .
1071%1071710716107 210714107 %107 210" 1071 107 107 1077 107¢ 107° 107* 107% 1072 10~' 10° 10' 10 10® 10* 10° 10° 107 10% 10° 10

Figura: Escala temporal de los efectos de la radiacién. Inspirado en Steel [1997]
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Mecanismos de muerte celular por radiacién




e Tipos de muerte celular

» Muerte mitética.
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e Tipos de muerte celular

> Muerte mitética.

» Muerte programada:
» Apoptosis (Tipo ).
» Autofagia (Tipo II).

» Senescencia.
o
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e Muerte mitotica

» Sucede cuando la célula no puede completar el
proceso de mitosis y muere.

31/48



e Muerte mitotica

» Sucede cuando la célula no puede completar el
proceso de mitosis y muere.

» Es una catdstrofe.

31/48



@ Muerte mitotica

» Sucede cuando la célula no puede completar el
proceso de mitosis y muere.

» Es una catdstrofe.

» Es la mas comin luego del dano por radiacion.

31/48



e Muerte mitotica
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e Muerte mitotica

» Sucede cuando la célula no puede completar el
proceso de mitosis y muere.

» Es una catdstrofe.
» Es la mas comin luego del dano por radiacion.

» Estd relacionada fuertemente con el dafio a los
€Cromosomas.

» Se observan aberraciones de tipo letal.
o
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viuerte programada

>

| 2

Comlin durante el crecimiento embrionario.
Separacién de tejidos y crecimiento de estructuras.

La célula en apoptosis detiene la comunicacién con
las vecinas y se separa fisicamente.

La cromatina se condensa (se empaqueta) y la
membrana nuclear desaparece.

El DNA se fragmenta en trozos de tamafio definido.
Miuiltiplos de ~ 185 pares de bases.

La célula se divide en varios fragmentos
denominados cuerpos apoptéticos.

Ocurre como respuesta a la radiacién en algunos Figura: Patrén
tejidOS Yy tumores. ladder. By Shinryuu - Own work, Public Domain,

Existe la resistencia a la apoptosis en tumores.
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@ Autofagia

Muerte programada tipo 2

>
4

Emplea lisosomas de auto-digestion.

El citoplasma se separa en
compartimientos de doble membrana:
autofagosomas.

Autofagosomas se fusionan con lisosomas
formando autolisosomas.

En los autolisosomas se degradan las
proteinas y los organelos celulares.

Se ha observado en tumores expuestos a la
radiacién, cuando las células han perdido
la capacidad de hacer apoptosis.

Figura: Autofagia. By Juhasz G, Neufeld TP. Original
images by Ryan Scott (B) and Dr. Noboru Mizushima (C). -
Autophagy: A Forty-Year Search for a Missing Membrane Source.
PLoS Biol 4(2): e36. doi:10.1371/journal.pbio.0040036, CC BY
2.5,

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=11376549
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e Senescencia

P Es respuesta a una acumulacién de dafio.
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@ Senescencia

P Es respuesta a una acumulacién de dafio.

» Pérdida de telémeros.
» Activacion de oncogenes.
» Daiio al DNA.

El ciclo celular se detiene de forma irreversible (GO)
Es un mecanismo de supresién tumoral.
Células tumorales pierden la capacidad de volverse senescentes.

Células senescentes son activas metabdlicamente, pero no reproductivamente.

vVvYyyvy

Células senescentes pueden comunicarse con sus vecinas e influir en la
multiplicacién.
o
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@ La clave es el DNA

Efecto cercano

» Se hacen micro irradiaciones de forma diferenciada en el niicleo y otras zonas del
citoplasma.

» Efectos de la radiacidn se manifiestan sobre el nucleo.

» Hay correlacidn entre fraccidn de supervivencia en una poblacién celular y el
porcentaje de aberraciones letales por célula.

» Estudios en virus y plantas encuentran una correlacién entre la radiosensibilidad y
el volumen de los cromosomas.
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@ La clave es el DNA

Efectos a distancia: bystander

>

| 2

Efecto bioldgico en células que no han sido irradiadas, pero estdn en cercania de
otras que si han sido irradiadas.

Evidencia. A dosis bajas de particulas o sobre una poblacién celular se obtiene un
efecto mayor que la proporcién de células alcanzadas por alguna particula.

> 1% de células reciben dosis en el nicleo.
» 30 % sufren alteraciones en el DNA.

Usando micro haces se irradian células de forma selectiva

» Células en contacto = mayor efecto.
» Células separadas = efecto disminuye con la distancia.

Mas evidencia: se transfiere medio de cultivo en el cual se han irradiado células, a
un cultivo no irradiado = se manifiestan los efectos.

Es importante a dosis bajas. Debe ser tomado en cuenta para estimar riesgos.

36/48



@ Fraccion de supervivencia S

» S es la proporcion de células que
tienen capacidad de reproducirse y
formar colonias, a partir de una
poblacién inicial.

» Es una medida estdndar del efecto de
la radiacién en tejidos.

» Esta proporcién es modificada por
distintas condiciones. Por ejemplo, la
aplicacién de una dosis de radiacién
especifica.

Fraccion de supervivencia

01 X S
—— S=Ae~(-DiDa)

Figura: Es el cociente del tamaiio de la
poblacién irradiada y la poblacién sin irradiar
ver: Andisheh et al. [2013]
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e Fraccion de supervivencia S

» La curva S(D) suele tener las
siguientes caracteristicas:
» Un hombro inicial.
» Pendiente inicial negativa: hay efecto
para toda dosis.
» Comportamiento exponencial para
dosis altas, caracterizado por la

: 1
pendiente — D

» Se define como efecto al valor de
S(D).

Fraccion de supervivencia
10

tRx xx
x
*x

" 01 X S
—— S=Ae~(-DIDo)

Figura: La pendiente inicial es menos
pronunciada
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e Fraccion de supervivencia S

Fraccion de supervivencia

v

Dy es la medida de sensibilidad.

» Es la dosis necesaria para aumentar el
efecto en un factor de e~ ~ 0,37. b 01 x s

—— S=Ae~(-DIDa)
» Un Dy menor implica mayor oaL
sensibilidad.
» Un Dy mayor implica mayor
resistencia.

Figura: A mayor sensibilidad la pendiente seria
mds pronunciada
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e Fraccion de supervivencia S

Fraccion de supervivencia
10

» Dy, la pendiente inicial y la dosis de N
transicion dependen de varios factores.

01 X S
—— S=Ae”(DIDo)

» Tipo de poblacién celular.

» Calidad de radiacién: energia, LET,
tipo de particula. 0001

» Condiciones del medio. Por ejemplo, b Gy
presencia de oxigeno.

Figura: Cambiar las condiciones, cambiarian las
pendientes inicial y final, el largo del hombro,
etc
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Modelos de dano celular por radiacién y control tumoral




» Blanco tnico
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e Modelo de blanco dnico

» Se supone que la célula morird luego de un evento particular.

43/48



e Modelo de blanco dnico

» Se supone que la célula morird luego de un evento particular.
» La probabilidad de que ocurran n de estos eventos mortales es tipo Poisson.

(D/Do)"

Pin) = n!

43/48



e Modelo de blanco dnico

» Se supone que la célula morird luego de un evento particular.
» La probabilidad de que ocurran n de estos eventos mortales es tipo Poisson.
D/Dg)" _b
P(n) = @e Dy
n!

D

» La fraccién promedio de supervivencia es S(D) =€ Do

43/48



e Modelo de blanco dnico

» Se supone que la célula morird luego de un evento particular.
» La probabilidad de que ocurran n de estos eventos mortales es tipo Poisson.

(D/Do)"

Pn) = n!

_D
» La fraccién promedio de supervivencia es S(D) =€ Do

» Dg es la dosis para la cual hay un impacto letal por célula en promedio.

43/48



e Modelo de blanco dnico

» Se supone que la célula morird luego de un evento particular.
» La probabilidad de que ocurran n de estos eventos mortales es tipo Poisson.

(D/Do)"

Pn) = n!

_D
» La fraccién promedio de supervivencia es S(D) =€ Do

» Dg es la dosis para la cual hay un impacto letal por célula en promedio.
» No hay hombro.

43/48



@ Modelo de blanco dnico

» Se supone que la célula morird luego de un evento particular.

v

La probabilidad de que ocurran n de estos eventos mortales es tipo Poisson.

(D/Do)"

Pin) = n!

_D
La fraccién promedio de supervivencia es S(D) =e Do

>
» Dg es la dosis para la cual hay un impacto letal por célula en promedio.
» No hay hombro.

>

Es conveniente para casos de alta LET o en general para poblaciones muy
sensibles.
o
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@ Modelo de blanco multlple

blancos dlstmtos deben ser activados.
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vvyyvyy
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Modelo de blanco multlple

vVvyVvyvyy

blancos distintos deben ser actlvados
La probabilidad de activar alguno de estos blancos una o més (k > 0) veces es

D
P(k>0)=1—¢ Do,

Los eventos en cada blanco son independientes. La probabilidad de tener 1 o mas
eventos en los n blancos es P(k > 0)"
La fraccién de supervivencia promedio queda

S(D)=1— (1 —¢ Do),

El pardmetro n introduce un hombro en la curva.
Para dosis grandes el comportamiento es exponencial.
Buena prediccién para dosis alta.

La pendiente inicial es nula :(

Mala prediccién para dosis baja.

<&
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@ Modelo lineal-cuadratico

>

v

Este es:

S(D) = em@P=AD%,
El ndmero de aberraciones letales depende de una componente lineal y una
cuadratica de la dosis. Esa es la inspiracién.

El parametro «/f es la dosis a la cual las contribuciones de la componente lineal
y cuadratica son iguales.

Buena prediccién para dosis baja en baja LET.
No funciona bien a dosis altas. No hay buen limite.

Es un modelo muy popular en la aplicaciéon médica.
o
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@ Fraccionamiento

| 2

>

. Fraccionamiento Do=3 Gy (efectivo
Las curvas S(D) no tienen en enam y (efective)

consideracién la variable temporal. 10°

Al dividir la dosis en fracciones
entregadas con suficiente tiempo de

espera, el efecto cambia. =
1071

Hay mecanismos de reparacién viables
a dosis menores (avance de la préxima
clase: dafio subletal).

La S(D) efectiva repite los hombros. ‘ ‘

T T T
) 0 2 4 6 8
Hay una Dy efectiva que depende de D (Gy)
los parametros del modelo y la dosis .
Flgura: Fracciones diarias de 2 Gy. El modelo tiene ov/3 = 8Gy y la

de IaS fraCCioneS. Dy efectiva es 3 Gy. La curva amarilla es la prediccién del modelo LQ
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