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Resumen

El Efecto “Bystander” es el fendmeno a través del cual células que no han
sido expuestas a radiacién ionizante evidencian signos de irradiacion al estar en la
vecindad de células irradiadas. Se habla de dos grupos en este efecto, uno es por
medio traspasado, que es el empleado en este trabajo y el otro por impacto con par-

ticulas de microhaces.

Se seleccionaron dos lineas celulares: una normal y una transformada, en
este caso se trabajo con la linea 3T3 como linea normal, que pertenece a fibroblastos
de ratén; y con la linea HT-29, correspondiente a adenocarcinoma de colon. Ambas

fueron elegidas principalmente por su corto tiempo de duplicacién.

Para la realizacion de este trabajo se hizo necesario el disefio e implemen-
tacion de un protocolo adecuado que permitiera evaluar los dafios causados por las
dosis entregadas a los cultivos celulares, algunos de los elementos considerados son:
la densidad de siembra, el volumen de medio de cultivo, los dias consecutivos para

evaluar la respuesta y las dosis de interés.

Se logré comprobar la presencia del efecto “Bystander”, partiendo de que
tanto la radiacién ionizante como el FDG decaido ocasionan disminucién de la po-
blacién celular, se puede decir que las células irradiadas estdn segregando alguna
sustancia al medio que les indica a las otras células presentes la necesidad de recu-
perarse de los dafios ocasionados por estos dos elementos, de esta manera se obser-
va un aumento en la fracciéon de supervivencia tanto en las células irradiadas como

en las de medio traspasado.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

El efecto Bystander es el fen6meno en el cual células que no han sido some-
tidas a radiacion ionizante exhiben efectos de exposicion como resultado de sefales
recibidas de células vecinas irradiadas. Este efecto viene siendo estudiado desde ha-

ce mas de una década [17], [16].

Se tiene que en células epiteliales el efecto puede evidenciarse en tiempos
cortos como en los 30 minutos posteriores a la irradiacion e inclusive transcurridas
60 horas después de ella. Se ha identificado un umbral a partir del cual empieza a
mostrarse, siendo este 0,25 mGy y al aumentar la dosis hasta 10 Gy no se aprecian

cambios importantes en el efecto.

Buscando analizar més detalladamente este efecto algunos cientificos dise-
fiaron un experimento empleando microhaces sobre cultivos celulares [6], para ello
tomaron dos poblaciones celulares y tifieron una de naranja y la otra de azul, luego
las mezclaron para formar un solo cultivo. Posteriormente programaron un acelera-
dor de manera que fuese capaz de lanzar diez particulas alfa sobre el centroide de
las células azules, y 48 horas después una fraccién de las células no irradiadas pre-
sentaron puentes cromosomales y micronucleos. La evidencia que se tiene hasta los

momentos parece indicar que el mecanismo predominante para la muerte celular
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es la apoptosis, ya que transcurridas 48 horas luego de recibir el medio irradiado los
estudios referencian gran cantidad de cuerpos apoptoéticos asi como diversas trans-

formaciones malignas a nivel celular en células no irradiadas.

Todo esto hace pensar que es imposible considerar a la célula como un fun-
cional aislado, ya que la evidencia demuestra que existe un mecanismo a través del
cual hay una comunicacién intercelular. El efecto sugiere que las células irradiadas
segregan una substancia que pasa al medio de cultivo. Esta substancia parece tener
la capacidad de producir muerte celular cuando con el medio de cultivo es trans-
ferida a células de un cultivo no irradiado y curiosamente si se irradia el medio de

cultivo en ausencia de células no hay efecto.

Por otra parte, tenemos que el efecto no necesariamente induce caida en la
poblacién celular presente sino que por el contrario, también evidencias recientes
[2] indican que puede estimular el crecimiento celular, de esta manera se vuelve
aun mas complejo e importante de considerar para tratamientos derivados de la

radiacion ionizante.

La Fluodeoxiglucosa (FDG) es un radiofdrmaco que se utiliza en imagenol-
gia médica en la modalidad de tomografia con emisién de positrones (PET). Quimi-
camente es un andlogo a la glucosa con un isétopo radiactivo, el 8E Este is6topo
posee caracteristicas que lo hacen ttil, entre estas: su vida media de 110 min, decae
en forma de positrones, la energia de emisién de positrones: 635keV, la energia de
emision de fotones: 511 keV, que se produce al aniquilarse el positrén con el elec-

tron.

La propuesta para realizar este trabajo consisti6 en emplear otra forma de

radiacién: los positrones emitidos en el decaimiento del '8F presente en el FDG, en-
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tregando diferentes dosis a cultivos celulares, especificamente de las lineas HT-29
(Adenocarcinoma de colon) y 3T3 (fibroblastos de ratén) para posteriormente tras-

pasar el medio de cultivo a otros cultivos no irradiados.

Los resultados se obtuvieron cualitativa y cuantitativamente, los primeros
a través de fotografias tomadas a los cultivos celulares y los segundos mediante el
ensayo de MTT que consiste en agregar dicho reactivo a los cultivos de manera tal
que al reaccionar y hacer el procedimiento correspondiente se leyeron las placas de
los cultivos en un espectrofotémetro que permitié obtener los valores de la absor-
bancia, cantidad proporcional a las células que sobrevivieron, logrando asi observar
el comportamiento de las poblaciones celulares empleadas en funcién de la dosis

entregada.



CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

» Evaluar a través del microscopio optico el efecto “Bystander” en cultivos de
células clonogénicas (normales y transformadas) bajo la accién de radiacién
ionizante en la forma de positrones emitidos en la desintegracién § del '*F

presente en azucares incorporados al medio de cultivo mediante el FDG.

2.2. Objetivos Especificos

= Emplear las curvas de supervivencia para evaluar los efectos de la radiacién en

cultivos clonogénicos normales y asi predecir la respuesta en tejidos normales.

= Emplear las curvas de supervivencia para evaluar los efectos de la radiacion
en cultivos clonogénicos transformados y asi predecir la respuesta en tejidos

tumorales.



CAPITULO 3

PRINCIPIOS FISICOS

3.1. Clasificacion de la Radiacion

La radiacion se clasifica en dos categorias principales: ionizante y no ioni-
zante, dependiendo de su capacidad para ionizar materia. En la Figura 3.1 se esque-

matiza esta clasificacion.

= Radiacién no ionizante: no puede ionizar la materia ya que su energia es me-
nor que el potencial de ionizacién de la materia (considerando que el poten-

cial de ionizacidn es la energia minima para ionizar un 4tomo).

= Radiacién ionizante: puede ionizar la materia directa o indirectamente ya que
su energia excede el potencial de ionizacion de la materia. A su vez contiene

dos categorias principales:

* Radiacion directamente ionizante: particulas cargadas (electrones, pro-

tones, particulas alfa, iones pesados).

La radiacién directamente ionizante deposita energia en el medio a tra-
vés de interacciones de Coulomb directas entre la particula cargada di-

rectamente ionizante y los orbitales electrénicos de los &tomos en el me-
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dio.

Este es el caso de particular interés en el desarrollo de este trabajo ya que

se emplearon positrones.

* Radiacion indirectamente ionizante: particulas neutras (fotones:rayos
X, rayos gamma; neutrones). La radiaciéon indirectamente ionizante de-

posita energia en el medio a través de un proceso de dos pasos:

a) En el primer paso una particula cargada es liberada en el medio (los
fotones liberan electrones o positrones, los neutrones liberan proto-

nes o iones mas pesados).

b) Enelsegundo paso, las particulas cargadas liberadas depositan ener-
gia al medio a través de interacciones Coulombianas directas con los

electrones orbitales de los 4&tomos en el medio.

Radio
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Figura 3.1: Clasificacién de la radiacion.
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3.2. Decaimiento de Particulas Beta

3.2.1. Decaimiento 5~

Un ntcleo con exceso de neutrones puede alcanzar su estabilidad mediante
un proceso que supone la conversién de un neutrén en un protén y un electrén.
El protén permanece en el ntcleo, pero el electron es emitido y se conoce como

radiacion beta.

3.2.2. Decaimiento *

Un ntcleo inestable que posee exceso de protones, decae.

Un protén puede convertirse en un neutrén y un positrén, que basicamen-
te es un electrén con carga positiva. En este decaimiento, es emitido también un

neutrino.

+
neutrinovb: ‘o B positron

Figura 3.2: Emision Positrén
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El positron sobrevive por muy corto tiempo, ya que rdpidamente encuentra

un electrén y ambos son aniquilados.

Durante la reaccion de aniquilacién, la masa combinada del positrén y el
electron se convierte en dos fotones de energia equivalente a la masa destruida. En

la Figura 3.3, se aprecia la reaccion.

- electron

Figura 3.3: Reaccion de Aniquilacion

3.3. Interaccion de Particulas Beta con la Materia.

Las particulas cargadas son fundamentales cuando se trata del uso clinico

de la radiacion, aun cuando la radiacién primaria es el haz de fotones, son las parti-



3.3. INTERACCION DE PARTICULAS BETA CON LA MATERIA. 3. PRINCIPIOS FisICcoOS

culas cargadas, conocidas como radiacion secundaria en tales casos, que causan el
efecto biolégico, ya sea la muerte celular u otros cambios que pueden inducir even-

tualmente cdncer. En este trabajo haremos énfasis en los positrones (Particulas 7).

Una particula cargada estd rodeada por sucampo de fuerza eléctrica de
Coulomb que interacttia con electrones orbitales (pérdidas de colisién) y el ntcleo
(pérdidas radiativas) de todos los &tomos que se encuentran a su paso a medida que
penetra en la materia. La energia transferida de la particula cargada a la materia
en cada interaccion individual es generalmente pequena, ya que la particula experi-
menta un gran nimero de interacciones antes de gastar su energia cinética. El poder
de frenado es el pardmetro empleado para describir la pérdida gradual de energia de
la particula cargada a medida que penetra en el medio absorbente. Se conocen dos
tipos de poderes de frenado: poder de frenado por colisiéon (ionizacién) que resul-
ta de la interaccion de la particula cargada con electrones orbitales del atomo ab-
sorbente y poder de frenado radiativo que resulta de la interaccién de la particula

cargada con el nucleo del &tomo absorbente.

Los poderes de frenado juegan un papel importante en la dosimetria de ra-
diacion. Estos dependen de las propiedades de la particula cargada tales como su
masa, carga, velocidad y energia asi como también de las propiedades del medio
absorbente siendo estas su densidad y nimero atémico. Adicional a los poderes de
frenado, existen otros parametros de la interaccion de particulas cargadas con la ma-
teria, tales como el rango, transferencia de energia, potencial de ionizaciéon medio,

produccion de radiacion.
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3.3.1. Excitacion

Las particulas interaccionan con los electrones que rodean el nucleo del
atomo, transfiriendoles parte de su energia cinética. Por lo general, la energia trans-
ferida hace que el electrén salte a una capa maés externa del &tomo, y por su inesta-
bilidad regresa a su capa inicial liberando la energia adquirida como un rayo X (rayo
X caracteristico) en lo que seria la desexcitacién. Ya que la energia adquirida es igual
a la diferencia de las energias de enlace de las capas del electrén, dicha energia es

caracteristica de cada elemento.

. « .
vacancia de una capa externa . __.'npartl'cula electron regresando
s alavacancia de la

incidente | )
/ = capa interna
1

electrén de una
capa interna

desplazado ¥

energia liberada

particula como rayo X

incidente

Figura 3.4: Excitacién y Desexcitacion

3.3.2. Ionizacion

En este caso, la interaccion es con los electrones de las capas mads externas,
pudiendo conseguir sacar un electrén de su capa, de esta manera el 4&tomo queda
ionizado. La vacancia es rapidamente llenada con un electréon no ligado. El dtomo
queda de esta manera cargado positivamente y el electrén liberado es llamado par

iénico

10
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particula incidente electrén eyectado
-

4dtomo cargado positivamente

Figura 3.5: Jonizacion

3.4. Produccion de Radionuclidos

Existen tres tipos de equipos basicos que se emplean para fabricar nuiclidos

de uso clinico: generadores, ciclotrones y reactores nucleares.

Los generadores son unidades que contienen un ntclido ‘padre’ radiactivo
de relativa vida media larga que decaiga a un ntclido ‘hijo’ de vida media corta. El

més comtin es el generador de %Tc.

Los reactores nucleares contienen grandes dtomos inestables que experi-
mentan fision nuclear, y a través de este proceso o bien de captura electronica, se

producen los ntclidos de uso clinico.

Ahora describiremos en detalle el funcionamiento del ciclotréon.

11
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3.4.1. ElCiclotréon

La produccion de radionuclidos con un acelerador requiere que el haz de
particulas sea entregado con dos caracteristicas especificas. El haz debe tener ener-
gia suficiente para que se lleven a cabo las reacciones nucleares requeridas, y sufi-

cente corriente del haz para dar el rendimiento préctico.

Estd compuesto por una cdmara cilindrica que se encuentra ubicada entre
los polos de un electromagneto que se encarga de acelerar particulas cargadas, en

este caso iones de hidrégeno.

Fuente de Energia

Magneto

Deflector
g

. Blanco
Haz de Particulas .

&

Figura 3.6: Ciclotrén

La camara se encuentra a un alto vacio, en ella se localiza una fuente de
iones H™, que son empleados como proyectiles. El sistema de vacio esta disefiado

con el proposito de extraer el aire de la cAmara de manera tal que los iones H- no

12
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puedan colisionar con ninguna otra molécula de gas y ademads, ya que los electrodos
estdn a un potencial tan alto, el vacio funge como aislante a tierra. Se observa en la

Figura 3.7 la Unidad de Control de Vacio.

Camara di Vacio Bomba de Vacio Unidad de Control de Vacio (VCU)
Bomba Rotatoria y Bomba de alto vacio

Figura 3.7: Unidad de Control de Vacio

A suvezla camara contiene dos electrodos en forma de “D” (llamados “Des”)
que se conectan a una fuente de alto voltaje que oscila a alta frecuencia. En la Figura
3.8 se observa una imagen que hace referencia a los electrodos del ciclotrén.

Cuando el ciclotrén estd operativo, la car-
ga eléctrica en los electrodos es alternada debido
al voltaje de alta frecuencia. Bdsicamente se man-
tiene el mismo campo magnético y se alterna el

campo eléctrico entre las Des cada vez que los io-

nes llegan a la cara plana de una de las D logrando

asi que los iones “salten” a la otra D, sean acelera-
Figura 3.8: Esquema general de

dos siguiendo trayectorias en espiral y aumentan- _ )
los electrodos de un ciclotron.

do asi su energia en el recorrido.

13
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Cuando alcanzan el borde externo de la camara, los iones H™ son transfor-
mados en protones y son deflectados hacia el blanco. De esta manera, el blanco
[agua-'80] es golpeado por el haz de protones y es asi transformado en una subs-

tancia radiactiva de corta vida media emisora de positrones, el 1*E

3.4.2. Descripciéon del Proceso Quimico de Sintesis de FDG.

Tenemos que el FDG es un anélogo a la glucosa y como tal es absorbido por
las células con alto consumo de ellas tales como el cerebro, el corazon, los rifiones y

las células cancerosas.

La célula no metaboliza el FDG por lo que una vez que entra a la célula no
puede salir de ella hasta que ocurre el decaimiento radiactivo. Con esto se logra un
buen reflejo de la absorcién de la glucosa por parte de la célula, es decir, se puede

detectar glucosa a través de la emision radiactiva.

Basicamente se miden los fotones que resultan de la destruccion de posi-
trones. Y con técnicas matemadticas de imagen se puede apreciar la distribucion del
FDG, lo que permite analizar el metabolismo de los tejidos, viendo asi cudles dreas

presentan consumo alterado de glucosas.

Figura 3.9: Molécula de FDG

14
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El proceso completo de sintesis se lleva a cabo aproximadamente en 28 mi-
nutos. A través de sistemas computarizados es posible modificar algunos parame-
tros y fases de la sintesis, de manera que pueda incrementarse el rendimiento; el
proceso de sintesis es controlado y dirigido a través de dichos sistemas por los qui-
micos que operan el ciclotron. La solucion de FDG que se obtiene (16 mL) es limpia,
incolora, isoténica y neutra. Ademads, lista para realizarle el control de calidad. El

esquema del proceso quimico se aprecia en la Figura 3.10.

Preparacion
del agente de
fluoracion

Recuperacion
del agua
enriquecida

Etapas
preliminares

Evaporacion
de los
solventes

Purificacion Marcado de

preliminar precursor

Purificacion,
pHy gjuste de
osmolaridad

Hidrdlisis en
soporte solido

Figura 3.10: Esquema del Proceso Quimico a través del cual se sintetiza el FDG.

Para producir el radiontclido ['®F] se bombardea el [agua-'20] con proto-

nes acelerados. Usualmente, la cantidad de agua irradiada esta en el rango entre 0,3

15
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a4 mL. El bombardeo puede durar hasta 2 horas. El rango de energia de los protones
va de 8 a 17 MeV. La cantidad de actividad de '®F recuperada estd usualmente entre
los 600 y 6000 mCi. Este paso es realizado en el blanco. La prueba sintetizadora, la
prueba del cassette y los pasos preliminares de la sintesis pueden llevarse a cabo

mientras estd en progreso la irradiacion del blanco.

Luego del bombardeo, el [agua-'80] irradiada es transferida al médulo TRA-
CERlab MXpgpg (Figura 3.11). Una vez que la sintesis se inicia el [agua-'80] irradiada
pasa a través de un cartucho del intercambio de aniones el cual ha sido condiciona-
doy convertido ala forma de carbonato antes de la sintesis. Los iones de fluoruro 'F
son atrapados en el cartucho y el agua enriquecida es recuperada para reutilizarla.

Antes de reutilizar el agua enriquecida es necesario purificarla.

(a) Vista referencial del Mddulo Sintetiza- (b) Vista de uno de los Médulos Sintetiza-

dor dores instalados en el CDD

Figura 3.11: Médulo Sintetizador TRACERIlab MXrpg.

Posteriormente se eluyen los iones de '8F del cartucho al recipiente de mar-
cado, para esto se emplean 0,6 mL de una solucién con 7 mg de carbonato potdsico,

22 mg de Kryptofix K222, 300 uL de agua y 300 uL de acetonitrilo. El Kriptofix es

16
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nuevamente necesario en una de las etapas posteriores para la reaccion de marcado
en el precursor de triflato de manosa en el recipiente de reacciéon, la manosa es el

azucar precursor de la glucosa.

Una vez que se ha transferido el eluyente que contiene la actividad '®F al re-
cipiente de lareaccion, los solventes se evaporan hasta su secado. El secado debe ser
completo, ya que cualquier resto de humedad afectaria el rendimiento del marcado.

Esta etapa tiene una duracion aproximada de 9 minutos.

Después se lleva a cabo el marcado del precursor de triflato de manosa (25
mg), disuelto automdaticamente en unos 3,5 mL de acetonitrilo durante las etapas
preliminares, se afiade al residuo seco. La reaccién de marcado constituye la etapa
mas importante de la sintesis de FDG, cualquier resto de humedad o impureza en el
precursor del triflato de manosa, el acetonitrilo, la mezcla de eluyente, el nitr6geno,
el cartucho de intercambio de aniones o el cassette puede reducir el rendimiento del
marcado. Durante esta etapa, los cartuchos de fase invertida (el de hidrolisis y el de
purificacién) se enjuagan con 10 mL de agua. Ambos cartuchos estan tratados con
3 mL de etanol y 22 mL de agua. Luego se transfiere la solucion de neutralizacién (5
mL de bufer de citrato y 1 mL de HCI 2N) de su frasco a la jeringa de 30 mL, en la

parte derecha del modulo sintetizador. Esta etapa dura 4 minutos.

Seguidamente se realiza la purificacion preliminar, en esta etapa la solucién
marcada se mezcla con 26 mL de agua y aproximadamente con unos 4 mL de di-
cha solucion diluida se enjuaga el recipiente donde se llevé a cabo la reaccién para
recuperar la actividad restante. La solucion atraviesa el cartucho de fase invertida
utilizado después para la etapa de hidrolisis. La solucién de 2-[18F]fluoro-1,3,4,6-

tetra-O-acetilo-D-glucosa queda atrapada en el cartucho. Los solventes, iones '8F

17
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que no han hecho reaccién, Kryptofix y productos derivados se envian a la botella
de residuos externa. El producto intermedio se pre-purifica cuando queda atrapado
el precursor marcado en el cartucho tC18. Y este cartucho se enjuaga cuatro veces
con 10 mL, 10 mL, 13 mLy 13 mL de agua. Una parte del agua se emplea para enjua-
gar el recipiente de reaccion y recuperar la actividad residual en el mismo, todo este

proceso se lleva a cabo aproximadamente en 5 minutos.

El precursor marcado fijado al cartucho se convierte en FDG a través de la
eliminacion de los cuatro grupos protectores de acetilo, mediante hidrolisis alcalina.
Se realiza a temperatura ambiente, con 750 uL. de NaOH 2N en aproximadamente 2

minutos.

Finalizada la hidrdlisis, la solucién alcalina se recoge en 7 mL de agua y se
mezcla con la solucién neutralizadora (5 mL de solucién bufer de citrato y 1 mL de
HCI 2N). la solucion FDG resultante neutralizada se purifica al atravesar un segundo
cartucho tC18 que retiene compuestos parcialmente hidrolizados y productos no
derivados polares, atravesando un cartucho de 6xido de aluminio N que retiene los
ultimos restos de iones de fluoruro 8F que no han hecho reaccion, y atravesando

finalmente un filtro de 0,22 ym ventilado.

Finalmente el cassette, los cartuchos y el filtro se enjuagan con 3 mL de agua

para recuperar la solucion de FDG residual de las lineas y drenarla hacia el vial final.

3.5. Dosis en los Cultivos

Suponemos que el medio a considerar es en su totalidad tejido equivalente

con una densidad igual a la del agua. El vial tiene inicialmente una concentracion

18



3.5. DOSIS EN LOS CULTIVOS 3. PRINCIPIOS FisIcoS

de '8F (ntimero de ntcleos por unidad de volumen) de npy y un volumen Vy. Si la
constante de desintegracion del 18F es A, la actividad inicial Aq del vial corresponde

a:
AO = I”I,()Vv\/A (3.5.1)
La actividad A(#) y la concentracién ny (t) de '®F en el vial en funcién del

tiempo corresponden a:

A1) = Age™D = ngVy LetAD (3.5.2)

ny (1) = ngy et (3.5.3)

En la préictica vamos a verter una fraccion f del volumen del vial en un me-

dio de cultivo que tiene un volumen V¢ . El volumen final Vr es igual a

Ve=Vyc+ fVV (3.5.4)

Si se supone que la difusién en el medio de cultivo es muy rdpida y que el
tiempo para que se haga homogénea la concentracion es despreciable en compara-
cién con los tiempos relevantes del experimento, la concentraciéon de 'F en el nuevo

medio de cultivo viene dada por

fw (=AD)

n(t) = —————npve (3.5.5)



3.5. DOSIS EN LOS CULTIVOS 3. PRINCIPIOS FisIcoS

y la actividad del cultivo completo por

A(t) = frgy VydetAD (3.5.6)

La tasa de dosis en el cultivo completo se puede escribir como

ooy P (7 Fravvieae s -~
N 5.7
pWVnmce + fW)

Donde pg es la probabilidad de emision del positron cuando la desintegra-

B
espectro ya que la desintegracion genera tres cuerposy el neutrino se lleva cantidad

ci6n tiene lugar, <E +> es la energia promedio de salida (hay que recordar que hay un

de movimiento y energia que no queda en el medio) del positrén del 18F, y p es la
densidad madsica del medio de cultivo modificado. Esta densidad podemos aproxi-
marla a la del agua. La dosis absorbida durante toda la desintegracién en el medio
de cultivo modificado corresponde a integrar la tasa de dosis de la ecuacion 3.5.7

para obtener

" pp+rve _ pp(E) P (5)
Protar = % <EE> Vyvc+ fVy - pA (Ve + fWy) 0 Mvit(l n %) Ao B58)

donde My es la masa del vial original. Vamos a examinar el cultivo cuando la desin-
tegracion haya “terminado” (lo que ocurre realmente a tiempo infinito) o de manera
equivalente, cuando hayan transcurrido mas de 10 medias vidas del '®F (lo que equi-

vale a medio dia o mas).

Para determinar los valores a usar en la desintegracion recurrimos a la tabla

presentada en INTERNET por la Korean Atomic Energy Research Institute (KAERI).
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3.5. DOSIS EN LOS CULTIVOS 3. PRINCIPIOS FisIcoS

Vemos que el esquema para la desintegracion corresponde a la situacion donde la
emision del positrén (que siempre va a competir con captura electrénica) tiene una
probabilidad de ocurrencia dada por pg =0,9673...y <EE> =249,8+0,3 keV. La
media vida corresponde a T7/2 = 109,77 £ 0,05 min.

Los valores tabulados permiten obtener

P<E/§ > 109,77
P/ _0,9673
P 0,693

x 60 x 2,498 x 10° x 1,6022 x 10~ Js=3,679...x 107105
(3.5.9)

La ecuacion 3.5.9 nos lleva a una relacién entre la dosis absorbida total y la

actividad inicial dada por

3,679 x 10710
V;
My (enkg) (1 + f—ﬂgg)

Diotal = Ao(en Bq)Gy (3.5.10)

Es pertinente recordar la relacion entre las unidades de actividad como son

el curie y el becquerel, es decir

1Ci=3,7x10" Bg=37GBg 1Bq=2,7x10"1°Ci=2,7x10"" mCi =2,7x10"* Ci
(3.5.11)

Con las ecuaciones 3.5.10 y 3.5.11 se realizaron los célculos para el disefio

de los experimentos.
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CAPITULO 4

RADIOBIOLOGIA

4.1. Células Madre y Células Clonogénicas

4.1.1. Células Madre

Las células madre son células que tienen la capacidad de mantener su nu-
mero y a la vez producir células que pueden diferenciarse y proliferar el resto de
la poblacién celular funcional, ellas constituyen la base de la jerarquia celular que

componen los tejidos hematopoyéticos y epiteliales [18].

4.1.2. Células Clonogénicas

Son células capaces de formar colonias dentro de cierto ambiente de creci-
miento. Una célula clonogénica es aquella capaz de formar una numerosa progenie

a partir de una sola célula [18].

El mantenimiento del tamafo del tejido, y asi la funcién del tejido, en la re-
novaciéon normal de los tejidos del cuerpo depende de la existencia de un pequefio

numero de células madre primitivas. Son células con capacidad proliferativa ilimi-
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4.2. ENSAYOS CLONOGENICOS 4. RADIOBIOLOGIA

tada que son la base de la jerarquia celular que componen los tejidos epiteliales y
hematopoyéticos del cuerpo. Los carcinomas se derivan de tales tejidos jerarquicos,
y la capacidad de reconocerlos en secciones histolégicas deriva del hecho de que los
tumores frecuentemente mantienen muchas de las caracteristicas de diferenciacién
del tejido dentro del cual surgieron. Tumores bien diferenciados hacen esto en ma-
yor medida que los anaplésicos. Esto indica que no todas las células en un tumor
son células madre neopldsicas; algunas se han embarcado en un proceso irrever-
sible de diferenciacién. Adicionalmente, los carcinomas contienen muchas células
hospedadoras normales que componen el estroma (fibroblastos, células endotelia-
les, macro6fagos, etc.). Para algunos resulta una sorpresa que la mayoria de las células
que componen el volumen de muchos tumores no son malignas. Si esas células no-
malignas fuesen las unicas que quedaran intactas al final de la terapia, entonces el
tumor no regresaria. El crecimiento tumoral es dirigido por las células madre neo-

plésicas, y es asi como debe ser erradicado.

Luego de la exposicion a una dosis terapéutica de radiacion, las células da-
fiadas no mueren inmediatamente, y pueden producir una modesta familia de des-

cendientes.

4.2. Ensayos Clonogénicos

A través de la realizacion de ensayos clonogénicos ha sido posible construir
la base de los estudios de la respuesta celular en tumores asi como en algunos tejidos
normales. La idea bésica es remover células del tumor, colocarlas en un ambiente

de crecimiento definido y probar su capacidad de producir una colonia definida de
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4.2. ENSAYOS CLONOGENICOS 4. RADIOBIOLOGIA

descendientes.

Para esto se cuenta con una suspension de células tumorales que serd di-
vidida en dos grupos, de tal manera que sea posible irradiar un grupo y que el otro
permanezca como grupo de control, habiendo crecido y evolucionado ambos gru-
pos bajo idénticas condiciones con la diferencia fundamental de que el grupo some-

tido a irradiacion ha perdido parte de su poblacion.

Una vez irradiadas las células y habiendo esperado un tiempo prudencial,
se procede a la medicion de la absorbancia a través de la técnica de espectrofotome-
tria, la absorbancia es un numero proporcional a las células viables presentes en el
cultivo, es decir, al nimero de células vivas para finalmente calcular la fraccion de
supervivencia que corresponde a:

f= £ 4.2.1)

Pe

donde p es la absorbancia de las células irradiadas y p. es la absorbancia de las cé-

lulas de control

Lairradiacion no s6lo reduce el nimero de colonias; también produce efec-
tos no letales que cambian la distribucién del tamafno de la colonia a valores mas
pequenos. Algunas de esas colonias pequefias pueden representar clones que even-
tualmente mueren; otras pueden surgir de células que, como resultado del dafio no
letal, han reducido su tasa de crecimiento colonial. Sin embargo, la implicacion de
esas colonias parcialmente viables para la evaluacion de los efectos de la radiacion

en tumores puede ser dignos de gran atencion.

El desarrollo de un cultivo maés alld de su cultivo primario resulta en una
linea celular. La importancia de la linea celular radica en su capacidad de proveer

una fuente renovable de material celular para la repeticion de estudios [14].
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4.3. CURVAS DE SUPERVIVENCIA 4. RADIOBIOLOGIA

4.3. Curvas de Supervivencia

Una curva de supervivencia celular es un grafico de la fraccién de super-
vivencia contra la dosis. En escalas lineales, la curva de sobrevivencia para células
irradiadas son frecuentemente de forma sigmoidea: tienen un hombro seguido por
una curva que se aproxima asint6ticamente a cero. Indica que la sensibilidad de las
células a la radiacion, los valores de EDs5y 0 EDgg, puede leerse del grafico. (EDgg es

la dosis necesaria para matar el 90 % de las células).

Hay dos razones por las cuales las curvas de supervivencia son usualmente

graficadas en escala logaritmica:

= Si la muerte celular es el resultado de eventos de radiacion aleatorios de un
solo impacto entonces la curva de sobredosis serd una funcién exponencial

de la dosis. Esto serd una linea recta en un gréfico semi log.

= Una escala logaritmica permite mostrar mds facilmente efectos en los niveles
de supervivencia muy bajos para ser mostrados y comparados. Esto es impor-
tante porque la erradicacién de un tumor necesita muchos ordenes de magni-

tud de muerte celular.
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4. RADIOBIOLOGIA

Fraccion de Supervivencia

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dosis de Radiacion (Gy)

10

1.0

0.1

0.01

0.001

0 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dosis de Radiacién (Gy)

Figura 4.1: Tipica curva de supervivencia celular para células irradiadas en cultivos de tejidos,

(a) graficada en escala lineal; (b) la misma grdfica en escala logaritmica.

4.4, Muerte Celular

El propésito de emplear radiacién ionizante en el tratamiento del cdncer es

fundamentalmente la capacidad que ésta tiene para causar muerte celular en células

tumorales. Existen diversos mecanismos a través de los cuales se produce muerte

celular:

= AUTOFAGIA

= APOPTOSIS

= NECROSIS
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4.4. MUERTE CELULAR 4. RADIOBIOLOGIA

4.4.1. Autofagia

A través de este proceso las células envuelven y degradan su propio cito-
plasma dentro de vacuolas. Cuando se observa una vacuolizacién celular anormal
estamos ante la presencia de la autofagia, a diferencia de la apoptosis este mecanis-

mo se da a lugar dentro de la célula y no dentro del medio que envuelve a la célula.

Aislamiento de la
membrana

Envolvimiento de
contenidos
citoplasmaticos

Formacion del

autofagosoma

Fusion con el
lisosoma

Autolisosoma:
digestion de los
contenidaos

Figura 4.2: Vista esquemdtica del proceso de autofagia.
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4.4. MUERTE CELULAR 4. RADIOBIOLOGIA

4.4.2. Necrosis

Este mecanismo de muerte celular es el mds agresivo, la membrana celular
se rompe y todo el contenido celular es desechado al medio, observandose inflama-

cion por el impacto toxico que esto conlleva.

4.4.3. Apoptosis

Este mecanismo también se conoce como muerte celular programada, y
puede ser el resultado de algunas condiciones dentro de la célula por ejemplo, da-
fio en el ADN o por sefiales generadas del exterior. La célula encapsula el contenido
citoplasmadtico en varios "paquetes”” que se conocen como cuerpos apoptoticos, di-
chos cuerpos son luego fagocitados de manera natural por organelos presentes en el
medio y de esta manera no se presenta la inflamaciéon que produce la muerte celu-
lar por necrosis, es como un producto de desecho que el medio esta preparado para

eliminar sin impacto negativo en el organismo.
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Nucleo

CELULA
Organelos g NORMAL

La membrana celular
empieza a deformarse,
dando lugar a una
especie de ampollas o
vesiculas.

La membrana celular
empieza a deformarse,
dando lugar a una
especie de ampollas o
vesiculas.

La estructura del nucleo
cambia.

El ntcleo empieza a
separarse y el ADN se
rompe.

Los organelos se
ubican en las vesiculas.

Las ampollas se unen,
dando lugar a ampollas
mas grandes.

Los organelos no se
ubican en ellas.

La membrana celular se
fragmenta en varios
cuerpos apoptéticos; los
organelos aun funcionan.

La membrana celular se
rompey libera el
contenido celular al
medio; los organelos no
funcionan.

Figura 4.3: Mecanismos de muerte celular: a la izquierda la necrosis y a la derecha la apopto-

Sis.

4.5. Efecto Bystander

El efecto bystander se refiere a la induccion de efectos biolégicos en células
que no han sido directamente atravesadas por alguna particula cargada. La informa-

cién disponible concerniente al efecto bystander se separa en dos categorias, y no
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existe la certeza de que ambos grupos de experimentos estén presenciando el mis-
mo fenémeno. Primero, estdn los experimentos que involucran la transferencia del
medio de las células irradiadas, las cuales resultan en un efecto biolégico en células
no irradiadas. Segundo, existe el uso de sofisticados microhaces de tinicas particu-
las, que permiten que células especificas sean irradiadas y se estudien los efectos
biolégicos en sus vecinas; en este caso la comunicacion es a través de las junciones
gap. Los experimentos de transferencia del medio han mostrado un efecto bystan-
der para la letalidad celular, aberraciones cromos6micas y retraso del ciclo celular

[6].

Tenemos en la figura 4.4 el esquema seguido en los experimentos realizados

con microhaces, la imagen en el esquema muestra los resultados obtenidos.

Se toman dos poblaciones
celulares

* Una se tifie de naranja, y
la ofra de azul

Se mezclan ambas
poblaciones

* Formando asi un solo
cultivo.

Se programa un acelerador Se fijan

* Que lanza 10 particulas * Se aprecian puentes
alfa al centroide de las cromosomales y microndcleos
células azules en una fraccién de las células

naranja, que son las que nho
fueron originalmente
impactadas por particulas alfa.

Figura 4.4: Esquema del Experimento con microhaces.
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En la figura 4.5 observamos las células a las que impacta la radiacién y a
través de ciertos canales intracelulares se transmiten senales.

dafo Inducido en la célula por radiacién

Figura 4.5: Transferencia de sefiales celulares.

En la figura 4.6 se muestran los resultados obtenidos en el experimento con
microhaces y se puede observar la respuesta evidenciada por las células impactadas

por las particulas a y las no impactadas.

110 =
100 —
8 a0 — Efecto
£
g 80— Bystander
g 70—
@ ol
! 60 -
v 50 —| Supervivencia de las
.E células no impactadas
o ¥
S =
= X Supervivencia cuando ~
20 — todas las c€lulas son
10 — impactadas

[ T N N A O I I A |
01 2345678 91011121314 1516

Numero exacto de particulas alfa

Figura 4.6: Resultados del experimento con microhaces
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4.5. EFECTO BYSTANDER 4. RADIOBIOLOGIA

Para dar una idea general, tenemos 2 cdpsulas, una la mantenemos como
capsula de control y la otra es sometida a radiaciéon después de un corto tiempo
de incubacién, 48 horas, se coloca medio de cultivo procedente de las células que
fueron irradiadas en la capsula de control y se puede observar que al poco tiempo

estas ultimas manifiestan signos de radiacion. Esto se esquematiza en la Figura 4.7.

Permanece sin irradiar

Capsula

A

/
&1o5UER) IRRADIACION

| A - .
B

'\\‘

Capsula
B

|

Incorporacién a la Capsula A

IRRA

B

Figura 4.7: Representacion esquemdtica del efecto “Bystander”a través del traspaso de medios

de cultivo.

En [13] y [12] se expresa una posible explicacion al mecanismo asociado ala

sefalizacion presente en el efecto, los micro ARNs.

En este trabajo se realizaron ensayos Clonogénicos para evaluar el efecto
Bystander al transferir medio de células irradiadas con FDG a células no irradiadas

una vez decaido el radiofarmaco.

32



CAPITULO 5

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1. Calculo de Dosis

Para llevar a cabo la irradiacion se realizaron célculos previamente, de ma-
nera tal que pudiera determinarse la actividad de radiofarmaco necesaria para la
dosificacion. La columna correspondiente a volumen del vial en las Tablas 5.2, 5.4,
5.6, 5.8, corresponde a volimenes aproximados, los volimenes exactos se calcula-
ban en el CDD a través de la hoja de calculo que manejan para sus dosificaciones,
en la Figura 5.1 se observa una de las hojas de calculo, especificamente corresponde
al célculo de la linea 3T3 en la primera Fase a altas dosis, las celdas que aparecen
sombreadas son los datos que deben introducirse en la hoja, en la primera fila se
colocan los datos correspondientes a la lectura del radiofarmaco en el activimetro:
actividad en mCi, volumen en el que se encuentra y hora de la lectura. En las filas
siguientes se indica que actividad se quiere tomar, a qué hora se desea entregar y de

manera automatica son calculados los campos restantes.
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5.1. CALCULO DE DosIs 5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

.. Actividad . Actividad . . .
. Fraccién . Dosis . . Vo Vial Vdosis Vdosis
Hora Min en el Vial R Residual vial
de Hora (mCi) (mCi) (mCi) (mL) (mL) (uL)
15 40 15,67 50 50 16,000
15 55 15,92 45 2,108 43,4 16,000 0,741 741
15 55 15,92 43 2,108 41,3 15,259 0,741 741
15 55 15,92 41 2,108 39,2 14,517 0,741 741
15 55 15,92 39 2,108 37,0 13,776 0,741 741
16 0 16,00 36 1,317 34,6 13,034 0,478 478
16 0 16,00 35 1,317 33,3 12,556 0,478 478
16 0 16,00 33 1,317 31,9 12,078 0,478 478
16 0 16,00 32 1,317 30,6 11,599 0,478 478
16 5 16,08 30 0,823 28,9 11,121 0,309 309
16 5 16,08 29 0,823 28,0 10,813 0,309 309
16 5 16,08 28 0,823 27,2 10,504 0,309 309
16 5 16,08 27 0,823 26,4 10,196 @ 0,309 309
16 10 16,17 26 0,515 25,0 9,887 0,199 199
16 10 16,17 25 0,515 24,5 9,688 0,199 199
16 10 16,17 25 0,515 24,0 9,489 0,199 199
16 10 16,17 24 0,515 23,5 9,290 0,199 199
16 15 16,25 23 0,322 22,5 9,091 0,128 128
16 15 16,25 22 0,322 22,1 8,963 0,128 128
16 15 16,25 22 0,322 21,8 8,834 0,128 128
16 15 16,25 22 0,322 21,5 8,706 0,128 128
16 20 16,33 21 0,201 20,6 8,578 0,083 83
16 20 16,33 21 0,201 20,4 8,495 0,083 83
16 20 16,33 20 0,201 20,2 8,412 0,083 83
16 20 16,33 20 0,201 20,0 8,329 0,083 83

Figura 5.1: Imagen donde se aprecian los elementos de la hoja de trabajo empleada en el CDD

En las subsecciones que siguen a continuacion se presentan dos tablas por
grupo a dosificar, en la primera se indican los datos a considerar para la ecuacién

3.5.10, y en la segunda los rangos de actividad y dosis de cada grupo.
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5.1.1. Fase de Prueba

Vmc(mL) Vy(mL) My(kg)  Ao(mCi) Co

1,00 10,00 0,0184873 32,7 3,679x 10710

Tabla 5.1: Datos Fase de prueba

fv D (Gy) Vdelvial (uL) Actividad (mCi)

0,0062 1,41 62 0,203
0,0087 1,93 87 0,285
0,0112 2,43 112 0,367
0,0136 2,89 136 0,445
0,016 3,33 160 0,524
0,0183 3,73 183 0,599

Tabla 5.2: Cdlculo de Dosis en la Fase de Prueba
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5.1. CALCULO DE DosIs 5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1.2. Primera Fase

Linea 3T3
Dosis (Placa) Vy;c(mL) Vy(mL) My (kg) Ap(mCi) Co
Bajas 0,000819
0,500 16,00 0,0184873 3,679x10710
Media-Altas 45,48

Tabla 5.3: Datos Primera Fase de la linea 3T3

Dosis (Placa) fv D (Gy) Vdel vial (uL) Actividad (Ci)

0,006 9,86x107° 98 5,00x 1079
0,018 2,19x107* 286 1,46x 1078
Bajas 0,023 2,57x107% 372 1,90x1078
0,030 2,96x107* 483 2,47x1078
0,039 3,36x107* 628 3,21x1078
0,004 4,15 71 0,071
0,007 6,18 113 0,113
Media-Altas 0,011 8,90 181 0,181
0,018 12,28 290 0,290
0,029 16,11 463 0,463
0,046 20,00 741 0,741

Tabla 5.4: Cdlculo de Dosis en la Primera fase para la linea 313
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Linea HT-29
Dosis (Placa) Vy;c(mL) Vy(mL) My (kg) Ap(mCi) Co
Bajas 0,000819
0,500 16,00 0,0184873 3,679x 10710
Media-altas 17,6

Tabla 5.5: Datos Primera Fase de la linea HT-29

Dosis (Placa) fv D (Gy) Vdelvial (uL) Actividad (Ci)

0,006 9,86x107° 98 5,00 x 1079
0,018 2,19x107* 286 1,46 x 1078
Bajas 0,023 2,57x107* 372 1,90x 1078
0,030 2,96x107* 483 2,47x1078
0,039 3,36x107% 628 3,21x1078
0,006 2,05 94 0,104
0,009 3,00 150 0,166
Media-Altas 0,015 4,22 240 0,265
0,024 5,65 385 0,424
0,038 7,17 615 0,679
0,062 8,61 985 1,086

Tabla 5.6: Cdlculo de Dosis en la Primera fase para la linea HT-29
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5.1.3. Segunda Fase

VmMc(mL) Vy(@L) My(kg)  Ay(mCi) Co

0,500 20,00 0,0184873 0,00175 3,679x107'0

Tabla 5.7: Datos para la segunda fase a bajas dosis de la linea HT-29

fy D (Gy) Vdel vial (uL) Actividad (mCi)
0,0040 9,46x107° 39,7 0,000007
0,0099 2,13x107* 99,3 0,000017
Placa 1 0,0225 3,99x107* 225 0,000039
0,0450 6,09x107* 450 0,000079
0,0900 8,27x107* 900 0,000157

Tabla 5.8: Cdlculo de Dosis (bajas) en la Primera fase para la linea HI-29

Vyc(@mL) Vy(@mL) My(kg) A¢(mCi) Co

0,500 20,00 0,0184873 42,24  3,679x 10710

Tabla 5.9: Datos para la segunda fase a dosis media-altas de la linea HT-29
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fy  D(Gy) Vdelvial (uL) Actividad (mCi)

0,00041 0,496 8,10 0,017
0,00065 0,786 13,0 0,027
Placa 2 0,00104 1,239 20,7 0,044
0,00166 1,936 33,2 0,070
0,00347 3,791 69,4 0,147
0,00425 4,517 85,0 0,179
0,00573 5,804 115 0,242
Placa 3 0,00774 7,354 155 0,327
0,01045 9,170 209 0,441
0,01411 11,221 282 0,596
0,01905 13,451 381 0,805
0,02381 15,173 476 1,006
Placa 4 0,02976 16,905 595 1,257
0,03720 18,603 744 1,572
0,04650 20,229 930 1,964

Tabla 5.10: Cdlculo de Dosis (media-altas) en la segunda fase para la linea HT-29
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5.2. Procedimiento

5.2.1. Fase de Prueba

Fue disefiada con el proposito de establecer el esquema a seguir en la prime-
ra fase ya que era necesario elaborar un protocolo adecuado para los experimentos,

segun los inconvenientes que se desarrollaran en esta etapa se ajustaria la siguiente.

Se selecciond la linea celular 3T3, debido a que para la fecha de realizacién
del experimento la otra linea celular present6 contaminacion, fue descartada y se

habia solicitado nuevamente al IVIC.

Una manera esquematica de ver el proceso completo llevado a cabo en esta

fase se observa en la Figura 5.2.
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Preparacion de las Placas

*Se llevé a cabo en el laboratorio de
Laboratorio de Culiivo de Tejidos vy
Biologia de Tumores del Instituto de
Biologia Experimental (IBE}] de la
Universidad Central de Venezuela (UCV)

Irradiacion

» Se realizé en las instalaciones del Ciclotron
del Centro Diagndstico Docente (CDD)
Las Mercedes

Fijacion y Coloracion
* En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos v
Biologia de Tumores del IBE, UCV.

Figura 5.2: Esquema

Se sembraron dos placas de 24 pozos con células 3T3. Es importante des-
tacar que al trabajar con cultivos celulares es sumamente importante mantener la
asepsiay la esterilidad, razén por la cual se trabaja bajo campana laminar SIEMPRE.

El procedimiento empleado se describe a continuacion.

» Se temper6 medio nutritivo DMEM, tripsina y PBS cinco minutos antes de ini-

ciar el procedimiento en la campana de flujo laminar.
= Se encendi6 el flujo de la campana y se apag6 la luz ultravioleta.

= Se seleccionaron los instrumentos y materiales a emplear bajo la campana y
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fueron lavados con etanol al 70 % antes de ingresarlos a la campana.

Figura 5.3: Parte de los materiales empleados, antes de ingresarlos a la campana de flujo la-

minar, IBE.

De la misma manera, previamente se higienizaron las manos con alcohol.

» Bajo la campana de flujo laminar se descarté el medio de cultivo en el envase

seleccionado para este fin.

» Selavd el frasco de cultivo con 2,5 mL de PBS dos veces y se descartd, para esto
se emple6 el pipeteador automadtico y una pipeta graduada de 5 mL, este lava-
do se hace con la finalidad de eliminar cualquier rastro de Suero Fetal Bovino

(SFB) presente en el medio de cultivo ya que inhibe la accién de la tripsina.

= Se agregaron 2 mL de tripsina previamente temperada, se cerr6 el frasco y se

llevé a la incubadora por cinco minutos.
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= Severificé la disgregacion celular al microscopio y se agregaron 2 mL. de DMEM

para que el SFB inhibiese la accién de la tripsina.

= Empleando la misma pipeta se resuspendio varias veces el volumen contenido

en el frasco y se trasvaso a un tubo de centrifuga.

= Se sell el tubo de centrifuga y se llevé a la balanza de dos platos, para ello se
dispone de dos recipientes de igual peso y dimensiones, se colocé el tubo en
una camisa de acero inoxidable y luego en uno de los recipientes colocado en
la balanza y en el otro un tubo de centrifuga con agua, la cual se complet6 go-
ta a gota hasta igualar los pesos de ambos tubos, como se aprecia en la Figura
5.4. Todo esto debido a que en la centrifuga deben colocarse los tubos en pa-
reja y ubicarlos diametralmente opuestos, en la Figura 5.5 se puede apreciar la
ubicacion en la centrifuga de una pareja tubo-camisa y en el extremo opuesto

otra camisa en la que se coloco el otro tubo.

Figura 5.4: En la imagen de la izquierda la balanza de dos platos, y en la imagen de la derecha

el gotero con el que se equilibra el peso de los tubos de ensayo, IBE.
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Figura 5.5: Forma correcta de ubicar tubos dentro de la centrifuga, IBE.

= Se procedié a centrifugar la suspension celular por cinco minutos a una velo-

cidad de 2.500 rpm.

» Lafinalidad del proceso de centrifugado es lograr que las células se depositen
en el fondo del tubo formando asi lo que se conoce como “taco celular”, este

taco se puede apreciar en la Figura 5.6.

Sobrenadante
a descartar

(B)

Figura 5.6: (A) Suspension celular en el tubo de centrifugado (antes de centrifugar). (B) Taco

celular en el fondo del tubo de centrifuga (después de centrifugar).
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= Se llevo el tubo de centrifugado nuevamente a la campana de flujo laminar y

se descarto el sobrenadante, el taco celular permanece en el fondo del tubo.

» Se agregaron 3 mL de medio DMEM empleando una pipeta graduada estéril
y el pipeteador automatico y se resuspendi6 varias veces con la finalidad de

homogenizar la nueva suspension.

= Con una micropipeta se tomo una alicuota de 20 uL de la suspensién y se co-
loc6 en una cédpsula de Petri, se le adicionaron 20 pL de azul de tripano. En la

figura 5.7 se muestran las alicuotas en la capsula.

(a) Cdpsula de Petri donde se aprecian las ali- (b) Area de trabajo e implementos utilizados

cuotas de la suspension celular y del colorante

Figura 5.7: Coloracion para el conteo celular, IBE.

= Se resuspendieron estos 40 uL de nueva suspension, se tom6 una nueva ali-

cuota y se agreg6 en la cdimara de Neubauer.

= Sellevo la camara al microscopio 6ptico y se contabilizaron las células en cua-

tro cuadrantes de la cdmara, para luego promediar el valor.
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Lecturas Promedio

42
32

39,5
41

43

= La densidad celular (D.) por mL presentes se calcul6 a través de la relacion:

D./mL= Promedio x 2 x 10* (5.2.1)

De esta manera, tenemos:

= D./mL=39,5x2x10*=7,9%x10° células/ mL

= Luego, el nimero total de células en el volumen total de suspension (N¢,):

N¢, =D./mLx Vy (5.2.2)

Por lo tanto, en este caso:
Nc, =7,9%10° células/mL x3 mL=2,37 x 10° células

= Se hicieron los cédlculos para sembrar un aproximado de 20.000 células por

pozo, de esta manera:

2 placas24 x pozos=48 pozos

= 20,000 células x 48 pozos = 960,000 células
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= Se tenian entonces 2.370.000 células en 3 mlL, a través de una regla de tres

simple se determin6 la alicuota necesaria a tomar para realizar la siembra:

2.370.000 3 mL
960.000 ____ x = x=1,215mL

= Considerando que se sembraria un volumen por pozo de 1 mL, se hizo el calcu-
lo correspondiente del medio nutritivo DMEM a utilizar, teniendo en cuenta

el volumen total de suspension celular a preparar:

48 pozosx 1 mL=48 mL

Luego, sabemos que de dicho volumen hay 1,215 mL correspondientes a la
alicuota a tomar del tubo de centrifuga, por lo tanto, la cantidad de medio
necesario seria:

48 mL—1,215mL =46,785 mL

= Se colocaron los 46, 785 mL de medio nutritivo DMEM en un beaker.

= Para completar el volumen de suspension celular necesario para sembrar las
placas, se tomo la alicuota de 1,215 mL del tubo de centrifuga (previamente
resuspendido, ya que mientras se hizo el conteo se vuelve a sedimentar una
parte), se agregaron al vaso de precipitado que contenia el medio nutritivo

DMEM vy se resuspendieron en el vaso.
= Con una micropipeta se agreg6 en cada pozo 1 mL de suspension celular.

= Se rotularon ambas placas, se taparon y se llevaron a la incubadora, donde

permanecieron hasta el dia siguiente

= Se chequearon las placas al microscopio para luego sellarlas con parafilm, se
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envolvieron con papel de aluminio y se colocaron en la cava para transportar-
las al CDD. (En dicha cava se colocaron previamente varias capas de gomaes-

puma que se ajustaron a su espacio interno y se les extrajo el centro para poder

encajar las placas en ellas). Esta disposicion se aprecia en la Figura 5.8.

(a) Vista superior de la cava vacia, con el so- (b) Vista superior de la cava, con las placas

porte extra de gomaespuma. apiladas en su interior para el transporte.

Figura 5.8: Cava usada para transportar las placas durante los experimentos.

= Se transportaron las placas al CDD y se colocaron en la incubadora disponible,
dicha incubadora no trabaja con CO, y por esta razon las placas se mantuvie-

ron selladas hasta el momento de la dosificacion.

= La dosificacion estaba planificada para el dia en que se trasladaron las placas,
sin embargo, inconvenientes de tltima hora no permitieron llevarla a cabo.
Las placas permanecieron selladas en la incubadora del CDD hasta el dia si-

guiente.

Otro propdsito en esta etapa de prueba era determinar si la distribucién de
dosis afectaba pozos vecinos. De esta manera, se idearon dos configuraciones

con el propésito de analizar si existian diferencias en los resultados obtenidos,
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una placa seria irradiada por completo y en la otra se haria la irradiacion en

columnas intercaladas, dichas configuraciones se ilustran en la Figura 5.9.

3,736y>
N

1 2 3 4 5 6

, (@) (o)

o (2m) () (o) (o) (o) ()
2O )

(a) Placa completamente irradiada.

6,41 Gy11 ,93 Gy ‘2,43 Gy ‘2,89 Gy ‘3,33 Gy

)

Y4
A

3T3

PLACA COMPLETA
20.000 células/pozo

C

<0Gy 11,93Gy‘ 0Gy 2,89Gy‘ 0Gy ‘3,73G)D

.
1 2 3 4 5 6
1OIDIOICIOIS

10IDIOISIOIC
() (@) () ) () (2
N J A\

(b) Placa irradiada tinicamente en las columnas 2, 4 y 6 con

)

C ([
A

3T3

PLACA INCOMPLETA
20.000 células/pozo

/

las mismas dosis de la placa completa.

Figura 5.9: Esquema de distribucion de dosis de la fase de prueba

= Con una inyectadora estéril y bajo la campana de flujo laminar se tomaron 2
mL de FDG con una actividad de 36 mCi, luego se diluyeron hasta obtener 10

mL empleando solucién isoténica de cloruro de sodio (solucion salina).
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= Luego se procedi6 a sembrar en cada pozo los volimenes que se ilustran en la
Figura 5.9 para alcanzar las dosis planificadas, empleando para ello una micro-
pipeta de rango variable entre 50-200uL, cambiando la punta para cada pozo.
Las puntas empleadas fueron desechadas en un recipiente para tal fin que se
encuentra dentro de la campana y que serian eliminadas al dia siguiente, una

vez decaido por completo el FDG.

= Una vez finalizada la siembra, se taparon las placas, se sellaron con parafilm y

se colocaron en la incubadora a 37°C.

= Transcurrieron 4 horas mientras se esperé el decaimiento del radiofarmaco,
tiempo después del cual se envolvieron nuevamente en papel de aluminio las

placas y se ubicaron en la cava para su traslado al IBE.

= En el IBE se chequearon a microscopio y se tomo registro fotografico de lo

observado.

= 3 dias después se procedio6 a detener el proceso, descartando el medio nutriti-

vo para luego lavar dos veces con PBS cada pozo.

= Luego se agreg6 metanol por cinco minutos para fijar las células y finalmente
se adiciond etanol al 70 %, se sellaron las placas con parafilm y se mantuvieron

refrigeradas en la nevera.

= Serealiz0 la coloracién May-Griinwald-Giemsa (algunos elementos del proce-

so de coloracion se observan en la figura 5.10):

* Se cubri6 el fondo de cada pozo con colorante May Griinwald, emplean-

do para ello una micropipeta y se dejé actuar por cinco minutos.
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 Se preparé la coloraciéon Giemsa en una proporcién 1:20, se tomarén para
ello 1,5 mL de colorante que se filtraron antes de diluirlos en 30 mL de

agua destilada.

* Se descart6 el colorante May Griinwald una vez transcurrido el tiempo
indicado anteriormente, se lavaron los pozos con agua destilada y se es-

currieron sobre toallin las placas.

* Con una micropipeta se agregoé la coloracion Giemsa en cada pozo, se

esperaron 20 minutos para descartarla.

(a) Colorante May Griin- (c) Implementos para el fil-

wald trado

(d) Coloracion preparada (e) Placas con la coloracion

Figura 5.10: Elementos con los que se realiz6 el proceso de coloracion, IBE.

51



5.2. PROCEDIMIENTO 5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

= Se agreg6 agua destilada con la piceta en cada pozo y se observaron las pla-
cas al microscopio invertido Olympus IX50, tomando registro fotografico de lo

observado.

» Finalizado el registro se descarta el agua y se dejan escurrir las placas para

evitar la formacién de hongos.

5.2.2. Primera Fase

Para esta etapa del proyecto se planific6 sembrar cuatro placas de la linea
celular 3T3 y cuatro placas de la linea HT-29, el esquema de siembra se presenta
en la Figura 5.11, y basdndonos en la informacién obtenida en la etapa anterior se

hicieron algunos cambios en la metodologia.

2 placas a densidad
de 30.000 Para irradiar
células/pozo
4 placas 3T3 l . B
2 placas a densida G
de 20.000 Para traspasar

células/pozo el medio
2 placas a densidad

de 30.000 Para irradiar
células/pozo

4 placas HT-29

2 plaggsz%%ebngldad Para traspasar

células/pozo el medio

Figura 5.11: Distribucion de siembra de placas en la primera fase segiin linea celular, densi-

dad de siembra y objetivo final.

Entre los elementos de la metodologia que se modificaron fueron los dias
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consecutivos para poder observar detalladamente el proceso, ya que en la fase de
prueba la irradiacion se realiz6 un dia viernes y debido a ello no fue posible ver re-
sultados 24 horas después. La representacion grafica de lo realizado en esta fase se

observa en la Figura 5.12.

Siembra lradiacion

-Dia 1 -Dia 2
—unes o ~Martes o
Martes Miércoles

Traspaso

de medio

-Dia 3 Células
~Miéresales 0 lIiradiadas
Jueves .Dia 4

o]

Células de
Medio
Traspasado
-|]I_timc|dia

Viernes

En este transcurso de tiempo, las
placas sembradas a densidad de
20.000 células/pozo
permanecieron en la incubadora
de COz del IBE a 37°C

Figura 5.12: Esquema de trabajo en la segunda fase.

Para ambas lineas celulares el procedimiento es bastante parecido y por tan-
to, se trabajo simultdneamente bajo la campana, es decir, todos los implementos,
materiales y equipos necesarios se encontraban en la campana, sin embargo, cada
linea celular se trabaj6 por separado, e inclusive los envases de descarte empleados

son distintos para evitar contaminacion celular y en ningin momento estuvieron
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abiertos los contenedores de las lineas simultdneamente. El procedimiento seguido

con las lineas celulares se describe en detalle a continuacion.

LINEA 3T3 LINEA HT-29

= Se temper6 el medio nutritivo, la enzima tripsina y el PBS por cinco minutos

en bano Marfa.
= Se apago6 la luz ultravioleta y se encendi6 el flujo de la campana.

= Se buscaron los elementos necesarios para llevar a cabo la siembra:

Bandeja de descarte.

e Dos envases de descarte.

Ocho placas de 24 pozos.

Tubos de centrifuga.

¢ (Gasa.

Etanol al 70 %.

Vasos de precipitado.

Frascos de Cultivo de las lineas celulares.

= Se procedi6 a hacer la esterilizacion de manos y objetos a ingresar en la cam-

pana, con etanol al 70 %.

m Se descarto el medio nutritivo de cada frasco de cultivo en el envase destinado

para tal fin.
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LINEA 3T3 LINEA HT-29

= Se lavaron los frascos de cultivo tres veces con 3 mL de PBS, empleando pipe-

tas diferentes en cada lavado y en cada linea celular.

= Se agregaron 2 mL de tripsina en cada frasco, se cerraron y se colocaron en la

incubadora de CO, durante cinco minutos.

= Se agregaron 2 mL de medio nutritivo DMEM en cada frasco, se resuspendio

el volumen y se traspasoé la suspension celular a dos tubos de centrifuga.

= Se colocaron ambos tubos en camisas de acero inoxidable y se equilibraron
sus pesos en la balanza de dos platos, agregando para ello agua con un gotero

en el espacio entre el tubo y la camisa.

= Se colocaron los tubos en la centrifuga, ubicdndolos diametralmente opues-

tos, por cinco minutos a una velocidad de 2.500 rpm.

= Se descart6 el medio nutritivo de cada tubo, en la Figura 5.13 se puede obser-

var el taco celular sedimentado en el fondo de los tubos.

Figura 5.13: Fondo de los tubos de centrifuga donde se aprecia el taco celular, IBE.
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LINEA 3T3 ‘ LINEA HT-29

» Se resuspendieron en 5 mL de » Se resuspendieron en 8 mL de

medio nutritivo DMEM.

medio nutritivo DMEM.

= Se tomo una alicuota de 20 uL cada tubo y se coloc6 en dos capsulas, luego se

adicioné en cada cdpsula azul de tripano y se resuspendio.

= Se realiz6 el conteo celular al agregar la dilucién preparada en la cAmara Neu-

bauer, chequeando al microscopio y promediando los valores obtenidos:

Lecturas Promedio Lecturas Promedio
18 174
22 215
24 194,5
25 190
31 199

= Se determind la densidad celular por mL de cada linea, de acuerdo a la ecua-

cion 5.2.1, obteniendo:

De/mL=4,8x 105 | Do/mL=3,89 x 10°

» Originalmente se plane6 sembrar a densidades de 20.000 células/pozo y 40.000
células/pozo, pero al hacer el conteo celular, la linea 3T3 no contaba con el
numero suficiente para hacerlo, por lo que se redisefi6 la siembra a 20.000 cé-

lulas/pozo y 30.000 células/pozo.

» Se hizo el cdlculo para tomar la alicuota necesaria de cada tubo para cubrir la

siembra completa. Ver Apéndice C.
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LINEA 3T3

LINEA HT-29

= Se resuspendi6 el volumen del tu-

bo y se tomaron 2 mL para la siem-
bra de las placas de densidad 20.000
células/pozo y 3 mL para sembrar
las placas de densidad 30.000 célu-

las/pozo.

57

Se resuspendio el volumen del tubo
para tomar los 0,25y 0,37 mL corres-
pondientes a la siembra de las pla-
cas a las densidades de 20.000 célu-
las/pozo y 30.000 células/pozo, res-
pectivamente. Sin embargo, duran-
te la resuspension la pipeta se obs-
truy6 conteniendo 4 mL de la so-
lucion, por lo que se desecho y se
realiz6 nuevamente el conteo celu-
lar de esta linea con el volumen re-
manente en el tubo de centrifuga (4

mL).

Del nuevo conteo en la camara de

Neubauer tenemos:

Lecturas Promedio
130
128
129
133
125

= Nuevamente, se obtiene la densidad

celular:

D./mL=4,8x10°
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LINEA 3T3 LINEA HT-29

= Se tomaron 0,558 mLy 0,372 mL de suspension celular para sembrar las placas

a las densidades antes mencionadas.

= Secomplementé con21 mLy22mlL |= Se complementé con 23,628 mL
de medio nutritivo DMEM en cada y 23,442 mL de medio nutritivo
Beaker. DMEM en cada beaker para la den-

sidad de siembra menor y mayor

respectivamente.

= Seresuspendi6 el volumen contenido en cada beaker antes de efectuar la siem-
bra, se tomaron 500 uL de medio y se sembraron en cada pozo, como se ob-

serva en las Figuras 5.14 y 5.15.

Se habia planificado sembrar 1 mL por pozo, como se hizo en la fase de prueba,
sin embargo, al disminuir el volumen de siembra celular es posible alcanzar

dosis mayores con los mismos volimenes de FDG.

R §

Figura 5.14: Primera Fase a densidad Figura 5.15: Primera Fase a densidad
de 20.000 células/pozo de 30.000 células/pozo
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LINEA 3T3

LINEA HT-29

= Durante la siembra, a pesar de los

célculos, la solucién preparada no
alcanz6 para todos los pozos (falta-
ron 12 de ambas densidades), de-
bido a esto fue necesario prepa-
rar mds solucién para completar la
siembra.

De los 4 mL que se tenian antes de
iniciar la siembra ahora quedaban
3,07 mL, entonces, el niimero res-

tante de células fue de 7,920,600.

= Aunque faltaron 12 pozos por sem-

brar, se hizo el célculo para 14 po-
zos. Se tomaron 109 y 163 uL de la
suspension celular y se completa-
ron con 6,891 y 6,837 mL de me-
dio nutritivo DMEM para obtener
en ambos casos 7 mL.

Se prepararon ambas suspensiones

celulares y se culming la siembra.

= Se rotularon las ocho placas y se incubaron por 24 horas.

= Se tomaron las cuatro placas sembradas a densidad de 30.000 células/pozo (2

placas de 3T3 y 2 placas de HT-29), se sellaron con parafilm, se envolvieron en

papel de aluminio y se apilaron en la cava para su transporte al CDD.



5.2. PROCEDIMIENTO 5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

LINEA 3T3 LINEA HT-29

= De manera paralela a este procedimiento llevado a cabo en el IBE, en el CDD el
dia de la siembra se midi6 la actividad necesaria para llevar a cabo la siembra

de FDG a bajas dosis, segtin lo calculado previamente.

Figura 5.16: Reporte del Activimetro para la administracién de bajas dosis.

= El dia de traslado de las placas se midi6 la actividad para suministrar las dosis
media-altas segtin lo planificado anteriormente. El reporte del activimetro se

observa en la Figura 5.17.

Figura 5.17: Reporte del Activimetro para entregar las altas dosis.

= Antes de llevar a cabo la dosificacion se diluy6 el FDG hasta obtener 16 mL de

soluciéon para ambos casos:
e 16 mL para el vial correspondiente a las bajas dosis.

e 16 mL para el vial correspondiente a las dosis media-altas.
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LINEA 3T3 LINEA HT-29

= Se suministraron las bajas dosis planificadas en ambas placas, como se ilustra
en las Figuras 5.18 y 5.19, empleando para ello dos micropipetas Eppendorf
® Series 2000: una de Volumen variable entre 50-200 uL y otra entre 100-1000
uL, de acuerdo a lo necesario para realizar la dosificacién. Es importante des-
tacar que en cada pozo una vez liberado el FDG, se resuspendio tres veces para
asegurar la distribuciéon uniforme del radiofarmaco, esto implic6 utilizar una
punta diferente en cada pozo. Una vez efectuada la dosificacion en la linea
3T3, se complet6 el remanente de radiofarmaco hasta alcanzar nuevamente
los 16 mL para poder manipular con mayor comodidad los volimenes a ad-
ministrar. Las puntas retiradas después de utilizarse, se desecharon dentro de
la campana en un recipiente para dicho fin. Las placas no estuvieron abiertas

simultdneamente bajo la campana para evitar contaminacion celular.

< 0 Gy 10,099 mGy | 0,219 mGy ‘0,257 mGy ‘0,296 mGy ‘0,336 mGy) (0 mGy 10,099 mGy ‘ 0,219 mGy ‘0,257 mGy ‘0,296 mGy ‘0,336 mGy)
) N ) N
1 2 3 4 5 s Q 1 2 3 4 5 6|l Q
2 g
A < A ~
(%] [%]
u =& -
498 = ul =
1|8 = N =
m N N
ST S
C S ¢ S
Q Q
EOEH®E |3 SIellE
D ™M D o™
N | N

Figura 5.18: Linea 3713 Irradiada a Bajas | Figura 5.19: Linea HT-29 Irradiada a Ba-

Dosis en la Primera fase. jas Dosis en la Primera Fase.

» Una vez suministradas las dosis, se cerraron las placas y se incubaron a 37°C.
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LINEA 3T3 LINEA HT-29
= Se administro6 la dosis que se obser- |= Terminada la dosificaciéon en la otra
va en la Figura 5.20. linea, se procedié a suministrar la
dosis de acuerdo a lo planificado,
como se aprecia en la Figura 5.21.
<4,1SGyI 6,18 Gy ‘ 8,90 Gy ‘ 12,28 Gy ‘16,11Gy ‘20,006)/) (2,056)/] 3,00 Gy ‘ 422Gy ‘ 5,65 Gy ‘ 717Gy ‘ B,6]Gy>
M DM N
1 2 3 4 5 s Q 1 2 3 4 5 5| Q
8 :
A e’ A e‘
wv wv
o S| |® E
=8 = A =
: = :
C S C S
o o
Q <
o (29 () () (o) () (9 || S CISISISISICIE
" N2 N N
Figura 5.20: Linea 3T3 Irradiada a dosis Figura 5.21: Linea HT-29 Irradiada a
Media-Altas. dosis Media-Altas.

= Se cerraron las placas y se colocaron en la incubadora a 37°C, donde perma-

necieron hasta el dia siguiente.

= Se sellaron las placas con parafilm y se envolvieron en papel de aluminio para

trasladarlas de nuevo al IBE apiladas en la cava.
= Se tomo registro fotogréafico de las placas al llegar al IBE.

= De acuerdo al volumen de radiofarmaco agregado en cada pozo, se transfi-
ri6 medio de cultivo a las placas sembradas a una densidad de 20.000 célu-
las/pozo (almacenadas en la incubadora del IBE), el esquema seguido se ob-
serva en las Figuras 5.22 'y 5.23, ylos pozos de las placas irradiadas fueron com-

pletados con nuevo medio nutritivo DMEM.
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LINEA 3T3

‘ LINEA HT-29
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Figura 5.22: Esquema de Traspaso de Me-

dio en la linea 3T3
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Figura 5.23: Esquema de Traspaso de Me-
dio en la linea HT-29

» El dia posterior al traspaso de medio, se realiz6 el ensayo de MTT en las placas

irradiadas en el CDD; las placas a las que se les traspasé medio permanecieron

en la incubadora por tres dias més (sdbado, domingo y se detuvo el lunes).

= Para el procedimiento del ensayo de MTT ya no es necesario cuidar la asepsia

y se trabaja fuera de la campana de flujo laminar, se procede como se describe

a continuacion:

» Se descart6 el medio de cultivo y se escurrieron las placas sobre toallin.
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LINEA 3T3 LINEA HT-29

e Se prepararon 40 mL de solucién de MTT al 0,4 mg/mL en solucién de
PBS. Para lo que se pesaron 0,016 g de MTT en una balanza y se mezcla-
ron con 40 mL de solucién de PBS. En la Figura 5.24 se puede observar el

pesado de MTT en la balanza.

Figura 5.24: Pesado de MTT en la balanza, IBE.

e Se agregaron 250 uL de solucién de MTT en cada pozo.
 Se taparon las placas y se llevaron a la incubadora por dos horas.

* Se descart6 el MTT de las placas y nuevamente se escurrieron las placas

sobre toallin.

* Bajo una campana de extraccion vertical se tomaron 40 mL de DMSO y

se vertieron en un beaker para finalmente agregar en cada pozo 250 uL.

 Se cerraron las placas, se envolvieron en papel de aluminio y se mantu-

vieron refrigeradas en la nevera.
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LINEA 3T3 LINEA HT-29

= El dia lunes se repiti6 el procedimiento del MTT con las placas no irradiadas.

= Las placas se llevaron al lector de Elisa del laboratorio de Patologia Molecu-
lar del IVIC, ya que la altura de las placas no permiti6 que la bandeja pasara
para efectuar la medicion en el espectrofotémetro que se encuentra en el La-
boratorio de Productos Naturales (Escuela de Quimica, UCV), mientras que el
equipo del IVIC si tiene el acondicionamiento necesario para ellas, sin embar-
go, al intentar leerlas, arroj6 un error que no pudo solucionarse y por esa razon
se traspaso el sobrenadante de cada pozo (250 uL) a dos placas de 96 pozos,

que fueron leidas sin inconvenientes en el equipo.

= Se procesaron los resultados obtenidos.

5.2.3. Segunda Fase

Para esta tiltima etapa se considero repetir la serie de la primera fase y am-

pliar el rango de dosis en cada linea celular.

Una vez mas, en base a lo experimentado en la fase anterior se ajustaron
algunos detalles, entre ellos trabajar con las lineas celulares por separado a fin de
minimizar variables, es decir, una semana se trabajaria con una de las lineas y en la
siguiente oportunidad con la linea restante; también se modific6 el tiempo a esperar
luego de traspasar el medio de cultivo irradiado a las placas no irradiadas, la vista es-
quemdtica se observa en la Figura 5.25; sin embargo, se presentaron inconvenientes

que impidieron que se llevara a cabo esta etapa por completo, entre ellos: proble-
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mas de vacio en el ciclotron prolongados por semanas, descarte por senescencia de
lalinea 3T3 y el mds importante: el nivel de exposicion alcanzado en la primera fase
yla primera mitad de la segunda superé6 en cada oportunidad la dosis médxima diaria
permitida para el POE; de no haber ocurrido esto se habrian solicitado mas células

de lalinea 3T3 al IVIC para completar esta fase.

Siembra Irradiacion Traspaso Ensayo de
« Dia Lunes o « Dia Mareso de Medio MIT
Martes Viercoles Dii s Dia lueves o

Viernes

En este transcurso de tiempo, las placas
sembradas a densidad de 20.000
células/pozo permanecieron en la
incubadora de CO2 del IBE a 37°C

Figura 5.25: Esquema del procedimiento seguido en la segunda fase

Por los impedimentos mencionados anteriormente sélo se trabajé con la

linea HT-29, la planificacion de siembra se puede apreciar en la Figura 5.26.
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4 placas a densidad de

0 células/pozo A lrradiar

4 placas a densidad de A fraspasar
20.000 células/pozo medio Irradiado

Figura 5.26: Esquema de Siembra para la Segunda Fase

Acé se describe el procedimiento seguido en esta ultima fase:

= Se temper6 medio nutritivo DMEM, tripsina y PBS por cinco minutos.

= Se ubico todo el material necesario para el trabajo de siembra:

Bandeja de descarte

Envase para descarte

Vasos de precipitado

Tubo de centrifuga

Pipetas graduadas

Pipeteador automatico

Frasco de Etanol al 70 % con rociador
Gasas

Frascos de cultivo contenedores de la linea HT-29
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e Cépsula de Petri
e Placas de 6 x 4 pozos.

» La bandeja permanece afuera de manera tal que sea posible desechar en ella

empaques y demds objetos no reusables.

= Antes de empezar a ingresar objetos a la campana se procedi6 a esterilizar las

manos con etanol al 70 %.

= Posteriormente se desinfectaron las superficies de los materiales que se ingre-

saron en la campana, empleando etanol al 70 %.
= Se descart6 el medio nutritivo de los frascos de cultivo que contenian HT-29.

= Se lavaron ambos frascos con 2,5 mL de PBS tres veces, empleando una pipeta

graduada y el pipeteador automatico.

= Se agregaron 2 mL de tripsina en cada frasco, se cerraron los frascos y se lleva-

ron a la incubadora a 37°C por espacio de cinco minutos.

= Se verific6 al microscopio invertido la disgregacion celular y se procedi6 a
inactivar la tripsina agregando 2 mL de medio nutritivo DMEM en cada frasco,

se resuspendio6 en cada frasco el volumen de suspension celular.

= Se tomaron los 8 mL de suspension contenidos en los dos frascos y se colo-
caron en un tubo de centrifuga para luego colocarlo en la centrifuga durante

cinco minutos.

= Se descart6 el medio y se agregaron 2,5 mL de medio nutritivo al tubo, resus-

pendiendo el volumen al menos 6 veces para garantizar la homogeneizacion.
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= Con una micropipeta se tomo6 una alicuota de 20 uL y se coloc6 en una cép-
sula de Petri, a este volumen se le adicionaron 20 uL de azul de tripano y se

resuspendi6 para garantizar la distribucién homogénea del colorante.

= Luego se llen6 la cdmara Neubauer con la dilucion preparada, se contaron las

células al microscopio y se promediaron las lecturas:

Lecturas Promedio
79
59
72,5
69
83

= Se calcul6 la densidad celular por mL, a partir de la relaciéon expresada en la
ecuacion 5.2.1. Por el resultado obtenido fue necesario modificar el esquema
de siembra y reducirlo a 2.000 y 3.000 células por pozo ya que el nimero de
células totales presentes no alcanzarian para realizar esta fase como fue pla-

neada inicialmente.

= Se determinaron las alicuotas a tomar para preparar las suspensiones a sem-
brar, aunque serian 4 placas para cada densidad, el célculo se realizé en base

a 5 placas. Ver Apéndice D.

= En dos beakers separados se prepar6 el volumen necesario para sembrar las

ocho placas de esta fase segtin lo calculado previamente.

= Se procedi6 a sembrar 0,500 mL en cada pozo de acuerdo a lo planificado para

cada densidad.

= Se cerraron las placas, se rotularon y se incubaron a 37°C hasta el dia siguiente.
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= Se sellaron con parafilm las cuatro placas de densidad 30.000 células/pozo, se

envolvieron en papel de aluminio y se trasladaron al CDD.

» El dia anterior se midieron 5 mCi de actividad para dejarlo decaer hasta la do-
sificacion, de manera tal que se pudieran alcanzar las bajas dosis planificadas.
Para las altas dosis, se midieron 41 mCi antes de dosificar. Los reportes del

dosimetro se observan en la Figura 5.27.

(a) Reporte del Activimetro para entregar (b) Reporte del Activimetro para entregar

las bajas dosis las altas dosis

Figura 5.27: Reportes generados por el activimetro para la segunda fase

» Elvolumen de FDG para dosis altas se complet6 con solucion salina hasta ob-
tener 20 mL de solucién y se procedi6 a dosificar bajo la campana de flujo la-
minar, empleando una punta de micropipeta para cada pozo y resuspendien-
do tres veces el volumen para homogeneizar la distribucion del radiofarmaco.
El esquema de dosificacion se ilustra en la Figura 5.28. Se cerraron las placas 'y

se llevaron a la incubadora hasta el dia siguiente.
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Figura 5.28: Placas de dosificacién media-alta. Segunda Fase.

= Parallevar a cabo la entrega de bajas dosis, se diluy6 el radiofarmaco apartado
el dia anterior con solucién salina hasta obtener 20 mL. De manera andloga
a la mencionada anteriormente, se emple6 una punta de micropipeta para
cada pozo y se resuspendio tres veces el volumen. En la Figura 5.29 se observa
el esquema seguido. Se cerro la placa y se llevo a la incubadora hasta el dia

siguiente.
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Figura 5.29: Placa de bajas dosis. Segunda fase.

» Para trasladar las placas de regreso al CDD, se sellaron con parafilm, se envol-

vieron en papel de aluminio y se apilaron en la cava.
= Unavez en el CDD se tom¢ registro fotografico de los pozos.

= Se procedi6 a traspasar el medio irradiado a las placas sembradas a 2.000 cé-
lulas/pozo que permanecian en la incubadora del IBE. Para esto, una vez més
se operd bajo la campana de flujo laminar a fin de garantizar la esterilidad ne-
cesaria. Los volimenes traspasados son los mismos afiadidos de FDG, como

se observa en la Figura 5.30.
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C

PLACA 2

= Se coloc6 medio nutritivo en las placas a las que se les extrajo. Se guardaron

= Pasadas 16 horas, se tom6 registro fotografico de las placas a las que se les
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Figura 5.30: Esquema de voltimenes traspasados en la segunda fase.

en la incubadora a 37°C.

HT-29
20000 células/pozo

HT-29
20000 células/pozo

traspaso el medio y se procedio a hacer el ensayo de MTT en las ocho placas.
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Figura 5.31: Las ocho placas de HT-29 empleadas en la segunda fase, sembradas a densidad
de 3.000 células/pozo y 20.000 células/pozo a la izquierda y derecha respectivamente; ambos

grupos con el MTT aplicado, IBE.

= Se leyeron las placas en el espectrofotémeto del laboratorio de productos Na-

turales.

= Se procesaron los resultados obtenidos.

5.2.4. FDG Decaido

En esta ultima serie de experimentos se trabaj6 con excedentes de FDG to-
talmente decaido, con la finalidad de determinar si este influye en el crecimiento

de la poblacién celular de la linea HT-29. Para ello se emplearon excedentes de cua-
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tro producciones, que fueron retirados del CDD en cuatro viales. A continuacion se

explica el procedimiento seguido.

= Se buscaron los materiales a emplear para la siembra, como en los procedi-
mientos anteriores. Se higienizaron con etanol al 70 % antes de ingresarlos a la

campana.

s Se descart6 el medio nutritivo de los dos frascos de cultivo, se lavaron tres ve-

ces con 2 mL de PBS.

= Se agregaron 3 mL de tripsina en cada frasco y se llevaron a la incubadora por
espacio de 5 minutos. Transcurrido este tiempo se verifico la disgregacion ce-
lular al microscopio invertido para luego agregar 2 mL de medio nutritivo en

cada frasco inactivando de esta manera la tripsina.

= Se resuspendieron los 5mL de suspension celular en cada frasco, se trasvasa-
ron a dos tubos de centrifuga, se cerraron los tubos y se colocaron en la cen-

trifuga por cinco minutos.

= Se descart6 el sobrenadante de los tubos, se agreg6 1y 1,5 mL de medio nutri-
tivo en cada tubo, se resuspendio y se coloc6 todo en uno de los tubos, resus-

pendiendo varias veces los 3,5 mL totales de suspension.

= Se tomo una alicuota de 20 uL de la suspension celular y una alicuota de 20
1L de azul de tripano y se colocaron en una cdpsula de Petri. Se mezclé el
colorante con la suspension celular y se coloc6 en la cdmara de Neubauer para

realizar el conteo celular, obteniendo los siguientes resultados:
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Lecturas Promedio

26
23

25,75
27

28

= De esta manera, sabemos que la densidad celular presente por mLerade 5,15 x

10°, por lo tanto en 3,5 mL de suspensién se tenian 1.802.500 células.

= Se planificé la siembra en base a 60 pozos, para una siembra de 30.000 células
por pozo. Para esto se colocaron en un beaker 3,5 mL de células en suspension
y se les agreg6 26,5 mL de medio nutritivo y se resuspendio varias veces antes

de iniciar la siembra.
= Se procedi6 a sembrar 500 uL de esta nueva suspension celular en cada pozo.

= Se cerraron las placas, se rotularon y se colocaron en la incubadora a 37 °C

hasta el siguiente dia.

= Se tomaron los volimenes de cada vial, empleando para ello inyectadoras es-
tériles y se colocaron en un recipiente estéril; de esta manera se mezclaron 8;
9,6; 8 y 7 mL de los cuatro viales para obtener un volumen total de 32,6 mL de

FDG decaido.
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(a) Viales (b) Equipamento

(¢) Extraccion de FDG de los Viales (d) Placas a dosificar

Figura 5.32: Dosificacion del FDG decaido, IBE.

» Empleando una micropipeta de volumen variable y una punta para cada pozo,
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se distribuyeron las dosis como se muestra en la Figura 5.33. Para asegurar una

distribucién homogénea del farmaco se resuspendio tres veces en cada pozo.

( A ( N

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

(2 () () () () ()

A A
B B

C C
(o0) (ems) (ons) () () () OIOICICICIC
D D
N J N J

(a) Placa 1 (b) Placa 2

Figura 5.33: Dosificacion del FDG decaido

Se cerraron las placas y se llevaron a la incubadora a 37°C donde permanecie-

ron por 23 horas.

Se realiz6 el ensayo de MTT.

Se leyeron las placas en el espectrofotémetro.

Se procesaron los resultados obtenidos.
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CAPITULO 6

RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Fase de Prueba

Esta etapa posee resultados netamente cualitativos, ya que se desarroll6 pa-

ra evaluar el protocolo que se seguiria en los experimentos posteriores.

La exposicion durante las entregas de dosis constituye un factor importante
a considerar, por ello a continuacion se presentan los valores de exposicion leidos
de los dosimetros personales tanto para el operador como para el asistente (tesista),

como resultado de la dosificacion realizada en esta etapa:

Exposicién (mRem)

Operador 3,7

Asistente 1,0

Tabla 6.1: Valores de exposicion durante la fase de prueba

En esta Fase se tomo registro fotografico en las siguientes oportunidades:
= Antes de llevar las placas al CDD para su irradiacion,
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= Enlas 4 horas posteriores a la irradiacion (Figura 6.1),

» Alfijary colorear las placas.

Figura 6.1: Registro inicial de la linea 3T3 (4x), antes de trasladarlas para su irradiacién.

La serie de imdgenes que siguen corresponden a las tomadas en las 4 horas

luego de la irradiacion.
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En esta primera observacion que se hace luego de la irradiacion, presentada
en las figuras 6.2 y 6.3, podemos visualizar que las columnas no irradiadas no pre-
sentan dafios en comparacién con las columnas que si lo fueron por lo que se tom6
la decisién de hacer los siguientes experimentos irradiando todos los pozos de las

placas, exceptuando los controles.

Al analizar ambas placas al microscopio, se pudo notar que el efecto era ma-
yormente en el drea central del pozo, es decir, donde se dejo6 caer el FDG. Mientras
que en la periferia no se observaron dafos similares para el momento en el que se
tomo el registro. Para ilustrarlo, tenemos en la figura 6.4 una imagen correspondien-

te a una dosis de 4,1 Gy en la placa irradiada a columnas intercaladas.

Figura 6.4: Periferia Incompleta columna 6 (4,1 Gy), 4x

Por otra parte, tenemos que este registro se tomoé un dia viernes como se
menciond anteriormente en la metodologia y por esta razén no se pudo hacer se-

guimiento a las placas en las 24 horas posteriores a la irradiacion.
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(a) Segunda Columna (1,93 Gy) (b) Cuarta Columna (2,89 Gy)

(c) Sexta Columna (3,73 Gy)

Figura 6.5: Imdgenes tomadas antes de hacer la fijacion de las placas en la irradiada a colum-

nas intercaladas, con un aumento de 10x

El lunes se procedi6 a fijar y colorear las placas sin embargo, por diferentes
circunstancias que se presentaron, el registro fotogréafico se tomé después de ha-
ber realizado los experimentos con glucosa, las placas una vez fijadas y coloreadas
pueden ser observadas al microscopio en cualquier momento sin problema, sélo se

necesita agregar agua en los pozos.
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1.1. Placa Completa

A continuacién se muestran imagenes tomadas de la placa completamen-
te irradiada. Podemos notar que desde la menor dosis que se entreg6 se observan

dafos, tal y como se aprecia en las figuras 6.6, 6.7, 6.8, 6.9, 6.10 y 6.11.

(©) (d)

Figura 6.6: Imdgenes correspondientes a la primera columna (Dosis de 1,41 Gy) en la placa

completamente irradiada observadas al microscopio invertido(40x).
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(0 (d)

Figura 6.7: Imdgenes correspondientes a la segunda columna (Dosis de 1,93 Gy) en la placa

completamente irradiada observadas al microscopio invertido(40x).
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(c) (d)

Figura 6.8: Imdgenes correspondientes a la tercera columna (Dosis de 2,43 Gy) en la placa

completamente irradiada observadas al microscopio invertido(40x).
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(0 (d)

Figura 6.9: Imdgenes correspondientes a la cuarta columna (Dosis de 2,89 Gy) en la placa

completamente irradiada observadas al microscopio invertido(40x).
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(c) (d)

Figura 6.10: Imdgenes correspondientes a la quinta columna (Dosis de 3,33 Gy) en la placa

completamente irradiada observadas al microscopio invertido(40x).
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(0 (d)

Figura 6.11: Imdgenes correspondientes a la sexta columna (Dosis de 3,73 Gy) en la placa

completamente irradiada observadas al microscopio invertido(40x).

6.1.2. Placa Incompleta

Las figuras 6.12, 6.13 y 6.14 corresponden a las columnas no irradiadas y
a diferencia del primer registro que se tomé podemos notar que se produjo dafio

celular similar al observado en las otras columnas de la placa, aunque en menor
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

proporcién ya que el nimero de células presentes en estas columnas era mayor al
observado en las columnas irradiadas para cuando se realiz6 el primer registro, otro
elemento observado al microscopio es que en las 72 horas posteriores la poblacion
de las células irradiadas aumenté mientras que las columnas no irradiadas se man-
tuvieron sin cambio estimado en ese aspecto, es decir, de alguna manera su capaci-

dad reproductiva se vio afectada.

(a) (b)

Figura 6.12: Imdgenes correspondientes a la primera columna (Dosis de 0 Gy) en la placa

irradiada a intercolumnas observadas al microscopio invertido(40x).
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(@) (b)

Figura 6.13: Imdgenes correspondientes a la segunda columna (Dosis de 1,93 Gy) en la placa

irradiada a intercolumnas observadas al microscopio invertido(40x).

(@ (b)

Figura 6.14: Imdgenes correspondientes a la tercera columna (Dosis de 0 Gy) en la placa irra-

diada a intercolumnas observadas al microscopio invertido(40x).
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(@) (b)

Figura 6.15: Imdgenes correspondientes a la cuarta columna (Dosis de 2,89 Gy) en la placa

irradiada a intercolumnas observadas al microscopio invertido(40x).

(@ (b)

Figura 6.16: Imdgenes correspondientes a la quinta columna (Dosis de 0 Gy) en la placa irra-

diada a intercolumnas observadas al microscopio invertido(40x).
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6.1. FASE DE PRUEBA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(a) (b)

Figura 6.17: Imdgenes correspondientes a la sexta columna (Dosis de 3,73 Gy) en la placa

irradiada a intercolumnas observadas al microscopio invertido(40x).

Esta etapa a través de la coloracion efectuada permitié apreciar con mayor
detalle los cambios y alteraciones experimentados por las células al ser sometidas a

radiacion ionizante.

De manera general apreciamos que el nucleolo se fragmentd, efecto que se
incrementa con la dosis al igual que la elevada formacién de vacuolas, hecho que
nos hace pensar en la posibilidad de estar ante la presencia de la autofagia como me-
canismo de muerte celular. Sin embargo, no podemos dar certeza de ella mediante
simple observacion a través del microscopio, para evaluar mecanismos de muerte
celular tales como autofagia o apoptosis se emplean “kits” especificos a través de
los cuales se afiaden algunos reactivos a las placas y permiten cuantificar ciertas
proteinas presentes dentro de las vesiculas formadas en las células asi como otros

indicadores de dichos mecanismos.
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.2. Primera Fase

Los resultados se presentan cualitativa y cuantitativamente, los primeros
corresponden a las imédgenes tomadas a través del microscopio invertido y los se-

gundos a las lecturas realizadas en el espectrofotémetro.

Los resultados cuantitativos como variante de la anterior etapa constituyen
una herramienta importante para observar en niimeros reales que estad sucediendo
con los cultivos celulares tanto en las placas irradadas como en aquellas a las cuales

se les traspas6 el medio irradiado.
El registro fotografico se efectu6:
= Antes de llevar las placas al CDD para su irradiacion.
= En las 24 horas posteriores a la irradiacion

= En las 96 horas posteriores al traspaso de medio.

(a) Células de la linea 3T3 (b) Células de la linea HT-29

Figura 6.18: Registro de las lineas antes de irradiarlas (4x).

Para esta etapa se obtuvieron los siguientes valores de exposicion:
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Exposicién (mRem)

Operador 8,2

Asistente 1,4

Tabla 6.2: Valores de exposicion durante la primera fase.

6.2.1. Linea3T3

Placas Irradiadas

(@) 0Gy (b) 0,0986 mGy () 0,219 mGy
(d) 0,257 mGy (e) 0,296 mGy f) 0,336 mGy

Figura 6.19: Imdgenes correspondientes la placa de la linea 3T3 irradiada a bajas dosis obser-

vadas al microscopio invertido(4x).
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Al microscopio no se observaron cambios a nivel celular en comparacién

con la columna control.

(@) 4,15 Gy (b) 4,15 Gy (c) 6,18 Gy
(d) 8,90 Gy (e) 12,28 Gy (f) 16,11 Gy

(®) 16,11 Gy (h) 20,00 Gy

Figura 6.20: Imdgenes correspondientes la placa de la linea 313 irradiada a dosis media-altas

observadas al microscopio invertido(4x).

Acé apreciamos dafio en las figuras 6.20f, 6.20g y 6.20h correspondientes a

las dosis de 16,11 Gy, 16,11 Gy y 20,00 Gy respectivamente, si bien se alcanzaron
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

dosis mads altas que en la fase de prueba debemos recordar que para esta etapa se

procedi6 a resuspender el radiofdrmaco al momento de dosificar, razén por la cual

no apreciamos dafio tan localizado como en la etapa anterior.

En la Tabla 6.3 se presentan los resultados de absorbancia leidos, asi como

el calculo de los promedios correspondientes con la respectiva desviacion estandar

y la fraccién de supervivencia (p/p.).

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy) plpe  Aplpe)
A B C D PROM. DESV.EST.

0 0,378 0,408 0,428 0,297 0,38 0,06 1,00 0,00
0,000099 0511 0,441 0,465 0,442 0,46 0,03 1,2 0,1
0,000219 0,537 0,535 0,464 0,396 0,48 0,07 1,28 0,02
0,000257 0,442 0,394 0,452 0336 0,41 0,05 1,07 0,02
0,000296 0,537 0,469 0,618 0,408 0,51 0,09 1,34 0,03
0,000336 0,557 0,701 0,694 0,357 0,6 0,2 1,5 0,2
4150 0574 0474 0,485 0461 0,50 0,05 1,32 0,07
6,180 0,485 0,600 0,556 0,527 0,54 0,05 1,43 0,09
8,900 0,506 0,514 0,494 0,502 0,504 0,008 1,3 0,2
12,280 0,575 0,604 0,607 0,346 0,5 0,1 1,4 0,1
16,110 0,121 0,128 0,116 0,114 0,120 0,006 032 0,03
20,000 0,102 0,096 0,100 0,089 0,097 0,006 026 0,02

Tabla 6.3: Absorbancia de la linea 3T3 irradiadas.
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Esta linea evidencia, en concordancia con lo observado al microscopio, una
caida poblacional en los dos ultimos valores de dosis, y en comparaciéon con la co-

lumna control un ligero aumento de los valores de absorbancia hasta los 12,28 Gy.

Placas con Medio traspasado

(a) 0 Gy (b) 0,0986 mGy () 0,219 mGy

(d) 0,257 mGy (e) 0,296 mGy (f) 0,336 mGy

Figura 6.22: Registro de la linea 3T3 con medio traspasado a bajas dosis (4x).

De manera andloga a lo que se present6 en el caso de las placas irradiadas,

a bajas dosis no se observé ningtin cambio al microscopio.
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(a) 4,15 Gy (b) 6,18 Gy (c) 8,90 Gy

(d) 12,28 Gy (e) 16,11 Gy (f) 20,00 Gy

Figura 6.23: Registro de la linea 3T3 con medio traspasado a dosis media-altas (4x).

De igual forma, las células a las que se les traspas6 medio irradiado a altas

dosis no expresaron cambios a la vista del microscopio.

En la Tabla 6.4 se presentan los resultados cuantitativos para esta linea en la

primera fase.
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy) plpe  Alplpe)
A B C D PROM. DESV.EST.
0,000000 1,021 0,992 1,001 0986 1,00 0,02 1,000 0,000
0,000099 0,974 0977 1,098 0988 1,01 0,06 1,01 0,04
0,000219 1,079 1,003 1,091 1,025 1,05 0,04 1,05 0,03
0,000257 0,991 1,048 1,052 1,056 1,04 0,03 1,04 0,01
0,000296 1,283 1,031 0948 1,116 1,1 0,1 1,1 0,1
0,000336 0,994 1,018 0981 0911 0,98 0,05 098 0,03
4150 0916 0,993 1,018 0922 0,96 0,05 0,96 0,04
6,180 1,029 1,100 1,030 0,979 1,03 0,05 1,03 0,03
8,900 1,019 1,035 1,019 1,098 1,04 0,04 1,04 0,02
12,280 1,041 1,063 1,006 0,914 1,01 0,07 1,01 0,05
16,110 1,021 1,034 1,041 0630 0,9 0,2 0,9 0,2
20,000 0,896 0,882 0,817 0673 0,8 0,1 0,82 0,09

Tabla 6.4: Absorbancia de la linea 3T3 con medio traspasado.
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En la grafica podemos apreciar una disminucién en la fraccién de supervi-
vencia para los ultimos valores de dosis aplicado, decimos entonces que se evidencia
asi la presencia del efecto Bystander ya que de manera andloga a su par irradiado,

estos son los valores para los cuales se observé disminucion de la supervivencia.

6.2.2. Linea HT-29

Placas Irradiadas

(b) 0,1 mGy (c) 0,25 mGy

(d) 0,399 mGy (e) 0,615 mGy (f) 0,904 Gy

Figura 6.25: Imdgenes correspondientes la placa de la linea HT-29 irradiada a bajas dosis

observadas al microscopio invertido(4x).

Con estas primeras dosis aplicadas no se observan danos al microscopio.
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(@) 2,05 Gy (b) 3,00 Gy () 3,00 Gy

(d) 4,22 Gy (e) 5,65 Gy ) 717Gy

(8) 861Gy

Figura 6.26: Imdgenes correspondientes la placa de la linea HT-29 irradiada a dosis media-

altas observadas al microscopio invertido(4x).

Esta linea al microscopio no muestra dafios significativos. La limitante en
este experimento es que no pudieron alcanzarse dosis tan altas como con la linea
3T3, asi que no hay informacidn suficiente para decir a partir de que dosis se observa

dafio en ella.
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy) plpe  Aplpe)
A B C D PROM. DESV.EST.

0 0,103 0,103 0,105 0,091 0,101 0,006 1,00 0,00
0,000099 0,217 0,259 0,176 0,156 0,20 0,05 2,0 0,3
0,000219 0,588 0,553 0,450 0,440 0,51 0,07 5,1 0,4
0,000257 0,611 0,556 0,647 0595 0,60 0,04 599 0,01
0,000296 0,786 0,700 0,830 0,613 0,7 0,1 7,3 0,5
0,000336 0,795 0,882 0,753 0,763 0,80 0,06 7,94 0,08
2,050 0299 0,384 0,442 0498 0,41 0,09 4,0 0,6
3,000 0,669 0598 0592 0513 0,59 0,06 5,9 0,3
4220 0,701 0,673 0,623 0649 0,66 0,03 6,58 0,09
5650 0,772 0435 0,758 0,746 0,7 0,2 7 1
7,170 0,880 0,818 0,896 0,953 0,89 0,06 8,82 0,01
8,610 0970 1,167 0,967 0923 1,0 0,1 10,0 04

Tabla 6.5: Absorbancia de la linea HT-29 irradiadas (Primera Fase).

A nivel cuantitativo estamos ante la presencia de un resultado que no se
esperaba cuando se iniciaron los experimentos, hay un aumento en la poblacién

celular al elevar la dosis entregada.

Por otra parte para el calculo de la fracciéon de supervivencia tenemos que

hacer un cociente por el valor de absorbancia de la poblacién de control (ecuacién
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.2.1) y desde antes de irradiar las placas notamos que este control present6 un pro-
blema, ya que al observar esta columna al microscopio notamos que su poblacién
era considerablemente menor a las demds columnas sembradas a esta densidad,
pese a esta observacion se continu6 con el desarrollo del experimento, no podia

desecharse todo el material invertido en él.
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Al examinar la curva de supervivencia, podemos observar los valores tan
elevados que adquiere consistentemente con lo esperado al haber obtenido una baja

absorbancia en la columna control.

Placas con Medio Traspasado

En las figuras 6.28 y 6.29 no observamos ningtin cambio al microscopio.

(a) 0 Gy () 0,219 mGy

(d) 0,257 mGy (e) 0,296 mGy (f) 0,336 mGy

Figura 6.28: Registro de la linea HT-29 con medio traspasado a bajas dosis (4x).
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6.2. PRIMERA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(a) 2,05 Gy (b) 3,00 Gy (©) 4,22 Gy

(d) 5,65 Gy (e) 7,17 Gy (f) 861 Gy

Figura 6.29: Registro de la linea HT-29 con medio traspasado a dosis media-altas (4x).

Tenemos en la tabla 6.6 valores de absorbancia significativamente mayo-
res a los encontrados en los cultivos irradiados, es oportuno mencionar que por el
tiempo que transcurri6 para hacer la lectura de las placas las células tuvieron opor-
tunidad de seguir duplicdndose, sin embargo, para los dos tltimos valores de dosis

encontramos una ligera disminucion en la fraccién de supervivencia.
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6.2. PRIMERA FASE

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy) plpe  Alplpe)
A B C D PROM. DESV.EST.

0 2,244 2,396 2,426 2,189 23 0,1 1,000 0,000
0,000099 2,650 2,325 2,394 2459 2,5 0,1 1,062 0,008
0,000219 2,706 2,440 2,402 2397 2,5 0,1 1,07 0,01
0,000257 2,470 2,598 2,524 2,669 2,57 0,09 1,11 0,02
0,000296 2,473 2,571 2,450 2,630 2,53 0,08 1,09 0,02
0,000336 2,561 2,437 2,435 2348 2,45 0,09 1,06 0,01
2,050 2,435 1,882 2,744 1,585 = 2,2 0,5 0,9 0,2
3,000 — 1,888 2445 1877 21 03 0,9 0,1
4,220 2,073 2,385 2,853 2,098 24 0,4 1,0 0,1
5650 2,085 2,136 2,170 2,049 2,11 0,05 091 0,02
7,170 1,687 2,085 2,086 2,103 2,0 0,2 0,86 0,04
8,610 1,763 1,770 2,195 1,793 1,9 0,2 0,81 0,05

Tabla 6.6: Absorbancia de la linea HT-29 con medio traspasado (Primera Fase).
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.3. Segunda Fase

Los valores de exposicién alcanzados en esta fase se muestran en la Tabla

6.7:

Exposicion (mRem)

Operador 8,2

Asistente 1,4

Tabla 6.7: Valores de exposicion durante la primera fase.

A continuacion se presenta el registro tomado en esta etapa de los experi-
mentos, se hicieron varias series y se muestran las imagenes en las que se observaron

las alteraciones.

Figura 6.31: Registro inicial de la linea HT-29, antes de trasladarlas para su irradiacion (10x).
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.3.1. Irradiadas

Las imégenes a continuacion corresponden a los dafios observados en las
placas, éstos empiezan a evidenciarse a partir de los 11,22 Gy. Podemos visualizar en
ellas rompimiento de la membrana celular, al notar la discontinuidad en el contorno
de algunas células, asi como restos de células en el medio. Confirmamos de esta
manera que las dosis alcanzadas en la fase anterior no nos permitieron observar
dafios celulares al microscopio y a la vez, es un resultado alarmante ya que la dosis

a las que estos se aprecian son elevados.

Figura 6.32: Registro de la linea HT-29, tomado después de la irradiacion a dosis de 11,22

Gy(10x).
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(c) 1517 Gy (d) 16,90 Gy

Figura 6.33: Registro de la linea HT-29, tomado después de la irradiacién (4x).

Figura 6.34: Registro de la linea HT-29, tomado después de la irradiacion a dosis de 18,60
Gy(10x).
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Figura 6.35: Registro de la linea HT-29, tomado después de la irradiacién a dosis de 20,23

Gy(10x).

Para esta fase se dej6 una columna control en cada una de las placas em-
pleadas; en la Tabla 6.8 tenemos los resultados correspondientes a la absorbancia

leida en dichas columnas:
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy)
A B C D PROM. DESV.EST.
0,000 0,083 0,088 0,080 0,069 0,080 0,008
0,000 0,115 0,124 0,148 0,105 0,12 0,02
0,000 0,098 0,091 0,061 0,088 0,08 0,02
0,00000 0,074 0,062 0,110 0,113 0,09 0,03

Tabla 6.8: Absorbancia de los controles para la linea HT-29 irradiadas (Segunda Fase).

Al promediar estos resultados tenemos:

ABSORBANCIA
Dosis (Gy)
PROM. DESV.EST.
0,000 0,094 0,004

Tabla 6.9: Resultado promediado de las columnas de control en la linea HT-29 irradiadas

(Segunda Fase).

Para las dosis entregadas, los resultados de absorbancia se muestran en la

Tabla 6.10.
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6.3. SEGUNDA FASE

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy) plpe  Aplpe)
A B C D PROM. DESV.EST.
0,00000 — - — — 0094 0,004 1,00 0,00
0,0001 0,101 0,017 0,084 0,091 0,073 0,038 1,1 0,1
0,0002 0,115 0,039 0,095 0,082 0,083 0,032 1,2 0,4
0,0004 0,114 0,019 0,128 0,093 0,088 0,048 1,2 0,2
0,0006 0,115 0,039 0,125 0,061 0,085 0,042 1,2 0,4
0,0008 0,124 0,032 0,113 0,085 0,088 0,041 1,3 0,3
0,50 0,113 0,015 0,115 0,133 0,094 0,054 1,2 0,1
0,79 0,103 0,013 0,102 0,100 0,080 0,044 1,10 0,09
1,24 0,096 0,006 0,101 0,100 0,076 0,046 1,02 0,03
1,94 0,080 0,013 0,088 0,094 0,069 0,037 0,9 0,1
3,79 0,063 0,016 0,062 0,084 0,056 0,029 0,7 0,1
4,52 0,091 0,022 0,104 0,082 0,075 0,036 1,0 0,2
5,80 0,102 0,010 0,116 0,094 0,081 0,048 1,08 0,06
7,35 0,103 0,024 0,077 0,088 0,073 0,034 1,1 0,2
9,17 0,095 0,019 0,082 0,086 0,070 0,035 1,0 0,2
11,22 0,119 0,025 0,126 0,134 0,101 0,051 1,3 0,2
13,45 0,079 0,028 0,090 0,111 0,077 0,035 0,8 0,3
1517 0,085 0,021 0,095 0,109 0,077 0,039 0,9 0,2

Tabla 6.10: Absorbancia de la linea HT-29 Irradiadas (Segunda Fase).
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy) plpe  Alplpe)
A B C D PROM. DESV.EST.
16,90 0,099 0,022 0,122 0,095 0,084 0,043 1,1 0,2
18,60 0,087 0,009 0,091 0,097 0,071 0,041 0,92 0,06
20,23 0,071 0,022 0,060 0,080 0,058 0,025 0,8 0,2

Tabla 6.10: Absorbancia de la linea HT-29 Irradiadas (Segunda Fase).

Ahora bien, a nivel cuantitativo tenemos los resultados expresados en la Ta-
bla 6.10 y en la Figura 6.36, nuevamente notamos un rango en el que hay crecimiento
poblacional asi como una disminucién para las dosis més altas, sin embargo, tene-
mos un inconveniente, debido a las bajas densidades sembradas en esta fase los
errores asociados son elevados pero que finalmente aportan informacién sobre el

patréon de crecimiento.

Este patrén nos hace cuestionar lo que sucede y plantear la posibilidad de
que al decaer el ®F presente en el FDG, la glucosa que queda en el medio esté esti-

mulando dicho crecimiento al proveerle mds nutrientes a los cultivos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.3. SEGUNDA FASE
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.3.2. Medio Traspasado

A continuacién presentamos las imagenes de las placas con medio traspasa-
do, se aprecian restos celulares en el medio de cultivo que pudieran estar asociados
a la presencia del efecto “bystander”, visualmente no tenemos la certeza ya que no
apreciamos ruptura de la membrana celular como en el caso de las irradiadas, pero
difieren de los resultados encontrados en la fase anterior en este aspecto, ya que en

aquellas imagenes no observamos restos celulares.

(b) 0,08 mGy (c) 0,18 mGy

(d) 0,34 mGy (e) 0,52 mGy f) 0,71 mGy

Figura 6.37: Imdgenes correspondientes a algunos daiios observados en las placas con medio

traspasado (10x).
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

() 7,35 Gy () 9,17 Gy M 9,17 Gy

Figura 6.38: Imdgenes correspondientes a algunos daiios observados en las placas con medio

traspasado (10x) (continuacion 2).
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

(@ 11,22 Gy (©) 1517 Gy

(d) 16,90 Gy (e) 18,60 Gy (f) 20,23 Gy
Figura 6.39: Imdgenes correspondientes a algunos danos observados en las placas con medio

traspasado (10x) (continuacion 3).

La absorbancia leida en las columnas control se aprecian en la Tabla 6.11:
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy)
A B C D PROM. DESV.EST.
0,000 0,050 0,021 0,025 0,038 0,034 0,013
0,000 0,033 0,043 0,039 0,008 0,031 0,016
0,000 0,059 0,049 0,034 0,047 0,047 0,010
0,000 0,001 0,084 0,007 0,010 0,026 0,039

Tabla 6.11: Absorbancia de los controles para la linea HT-29 con medio traspasado (Segunda

Fase).

Promediando los resultados de los controles tenemos:

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy)
PROM. DESV.EST.
0,000 0,70 0,04

Tabla 6.12: Resultado promediado de las columnas de control en la linea HT-29 con Medio

Traspasado.

Finalmente, la absorbancia de las cuatro placas con medio traspasado se

observa en la tabla 6.13:
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6.3. SEGUNDA FASE 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy) plpec Alp/pe)
A B C D PROM. DESV. EST.
0,00000 — — — — 0,094 0,004 1,00 0,00
0,00009 0,101 0,017 0,084 0,091 0,07 0,04 1,1 0,1
0,0002 0,115 0,039 0,095 0,082 0,08 0,03 1,2 0,4
0,0004 0,114 0,019 0,128 0,093 0,09 0,05 1,2 0,2
0,0006 0,115 0,039 0,125 0,061 0,08 0,04 1,2 0,4
0,0008 0,124 0,032 0,113 0,085 0,09 0,04 1,3 0,3
0,496 0,113 0,015 0,115 0,133 0,09 0,05 1,2 0,1
0,786 0,103 0,013 0,102 0,100 0,08 0,04 1,10 0,09
1,239 0,096 0,006 0,101 0,100 0,08 0,05 1,02 0,03
1,936 0,080 0,013 0,088 0,094 0,07 0,04 0,9 0,1
3,791 0,063 0,016 0,062 0,084 0,06 0,03 0,7 0,1
4,517 0,091 0,022 0,104 0,082 0,07 0,04 1,0 0,2
5,804 0,102 0,010 0,116 0,094 0,08 0,05 1,08 0,06
7,354 0,103 0,024 0,077 0,088 0,07 0,03 1,1 0,2
9,170 0,095 0,019 0,082 0,086 0,07 0,03 1,0 0,2
11,221 0,119 0,025 0,126 0,134 0,10 0,05 1,3 0,2
13,451 0,079 0,028 0,090 0,111 0,08 0,04 0,8 0,3

Tabla 6.13: Absorbancia de la linea HT-29 con medio traspasado (Segunda Fase).
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6.3. SEGUNDA FASE

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ABSORBANCIA
DOSIS (Gy) plpec Alp/pe)
A B C D PROM. DESV.EST.
15,173 0,085 0,021 0,095 0,109 0,08 0,04 0,9 0,2
16,905 0,099 0,022 0,122 0,095 0,08 0,04 1,1 0,2
18,603 0,087 0,009 0,091 0,097 0,07 0,04 0,92 0,06
20,229 0,071 0,022 0,060 0,080 0,06 0,03 0,8 0,2

Tabla 6.13: Absorbancia de la linea HT-29 con medio traspasado (Segunda Fase).

Una vez mds el comportamiento observado en las células de medio traspa-

sado es andlogo al de su par irradiado, si no estuviese presente el efecto deberiamos

tener puntos experimentales aproximadamente constantes y no es el caso, hay de-

finitivamente algo en el medio que hace que las células no irradiadas exhiban este

patron.

126



6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.3. SEGUNDA FASE
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6.4. GLUCOSA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.4. Glucosa

Esta ultima serie de experimentos fue realizada con el proposito de rechazar
o comprobar la hipétesis de que la glucosa remanente luego del decaimiento del '8F
presente en el radiofdrmaco estaba incentivando el crecimiento celular observado

en las fases anteriores.

En los controles de las dos placas empleadas se obtuvieron los siguientes

resultados:

ABSORBANCIA
Glucosa (mL)

A B C D PROM. DESV. EST.

0,000 0,633 0,592 0,622 0,628 0,62 0,02

0,000 0,740 0,866 0,714 0,803 0,78 0,07

Tabla 6.14: Resultados de las columnas de control en la linea HT-29 con FDG decaido.

Promediando los resultados de los controles tenemos:

ABSORBANCIA
Glucosa (mL)

PROM. DESV. EST.

0,000 0,70 0,04

Tabla 6.15: Resultado promediado de las columnas de control en la linea HT-29 con FDG de-

caido.
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6.4. GLUCOSA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Dicho promedio esta colocado en la tabla 6.16:

ABSORBANCIA
Glucosa (mL) plpec  Alplpe)
A B C D PROM. DESV.EST.

0,000 — — — — 0,70 0,04 1,000 0,000
0,100 0,699 0,846 0,657 0,767 0,74 0,08 1,06 0,06
0,200 0,640 0,874 0,754 0,823 0,8 0,1 1,10 0,09
0,300 0,608 0,715 0,632 0,733 0,67 0,06 0,96 0,04
0,400 0,520 0,598 0,563 0,669 0,59 0,06 0,84 0,05
0,500 0,458 0,533 0,496 0,549 0,51 0,04 0,73 0,02
0,600 0,398 0,508 0,458 0,534 0,47 0,06 0,68 0,05
0,700 0,431 0,588 0,536 0,669 0,6 0,1 0,8 0,1

0,800 0,392 0,550 0,466 0,628 0,5 0,1 0,7 0,1

0,900 0,362 0,438 0,417 0,440 041 0,04 0,59 0,02
1,000 0,333 0,421 0,356 0,420 0,38 0,04 0,55 0,04

Tabla 6.16: Absorbancia de la linea HT-29 sometida a FDG decaido.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
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6.4. GLUCOSA 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Es oportuno mencionar que la concentracion de glucosa total es desconoci-
da, esto se debe a que de la misma manera en que el ciclotron elabora 16 mL de FDG
por produccién, no ocurre lo mismo con la actividad, una producciéon puede ser de
800 mCi y la siguiente de 1.000 mCi a pesar de que los pardmetros fijados para la
sintesis sean idénticos, por lo tanto la cantidad tomada de manosa (precursor de la
glucosa) no es la misma en cada produccién y como este parametro no es de interés
para los propésitos a los que se destina el radiofarmaco, no se cuenta con algiin mé-
todo sencillo y que ademads sea realizable dentro de las instalaciones del ciclotrén

para determinar la concentracion de glucosa.

Por este motivo se tomo el excedente de cuatro diferentes produccionesy se
combinaron para obtener un volumen total de concentracion arbitraria que hiciera

posible una dosificacion a partir de ella.

Los resultados obtenidos obligaron a desechar la hipotesis planteada al inicio
de este ultimo ciclo de experimentos ya que se observa una caida en la poblacién ce-

lular a medida que se aumenta el volumen de soluciéon incorporada a los cultivos.

Podemos decir entonces que el FDG decaido produce un efecto detrimental
sobre las células al igual que la radiacion ionizante, estos resultados hacen suponer
que el crecimiento observado responde a alguna sefial emitida por las células y que
de alguna forma esté presente en el medio de cultivo ya que también se aprecia el
crecimiento en los cultivos con medio traspasado de las etapas anteriores del traba-

jo.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

» La elaboracion de un protocolo de trabajo y posterior adaptacion del mismo a
las necesidades de los experimentos a realizar constituyeron un factor funda-

mental en la realizacién de este proyecto.

= Las lineas celulares empleadas permitieron la preparaciéon de los experimen-

tos en lapsos cortos de tiempo debido a su rdapida duplicacion.

= Trabajar con un radiofarmaco que debe manipularse directamente por el in-
vestigador aumenta considerablemente sus niveles de exposicion para realizar
la dosificacion, lo que constituye una limitacién, ya que la decisiéon de no reali-
zar una ultima medicién con la linea 3T3 estuvo motivada por los altos valores
de exposicion alcanzados en la primera y segunda fase de este trabajo: 8 y 9

mrem.

= La técnica de coloracion aporta ttiles, interesantes y detallados resultados vi-

suales del fen6meno ocurrido a nivel celular.

= Ambas lineas celulares mostraron ser radioresistentes, la linea HT-29 exhibio
ademads un crecimiento celular estimulado con la dosis en el rango hasta 16,9

Gy.
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7. CONCLUSIONES

= Las densidades a sembrar son una decisién de suma importancia en este tipo
de trabajos, se evidenci6 que con bajas densidades la incertidumbre asociada
se eleva, lo que perturba la medicién. De esta manera tenemos que con una
elevada densidad de siembra se obtienen resultados cuantitativos sélidos y

con baja incertidumbre.

» La glucosa residual presente en solucién una vez decaido el radiofarmaco tie-
ne un efecto toxico sobre la linea HT-29, no induce de manera alguna el creci-

miento de la poblacion celular presente en los cultivos.

= Los positrones como forma de irradiacién con dosis mucho mayores a las em-
pleadas en radiodidgnostico demostraron ser un punto importante a estudiar

para analizar efectos radiobiolégicos en las lineas celulares empleadas.

= Selogré comprobar la presencia del efecto “Bystander”, partiendo de que tan-
to la radiacién ionizante como el FDG decaido ocasionan disminuci6n de la
poblacion celular, se puede decir que las células irradiadas estdn segregando
alguna sustancia al medio que les indica a las otras células presentes la necesi-
dad de recuperarse de los dafios ocasionados por estos dos elementos, de esta
manera se observa un aumento en la fraccion de supervivencia tanto en las

células irradiadas como en las de medio traspasado.
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CAPITULO 8

RECOMENDACIONES

Conlaintencionalidad de darle continuidad a esta investigacion y optimizar

la metodologia se hacen las siguientes recomendaciones:

= Al trabajar con un radiofdrmaco nos enfrentamos al problema de exposicion,
es por esto que sugerimos hacer un nuevo ensayo, pero esta vez empleando
un acelerador de particulas como fuente de radiacién ionizante, de manera
tal que sea posible alcanzar dosis mayores sin que represente un peligro para
el investigador. Por supuesto, esto implicaria que cada pozo sea irradiado se-
paradamente con la finalidad de mantener el nuevo ensayo con el mismo tipo
de placa empleada en este trabajo. De esta manera seria realizable una mayor

repeticion de medidas.

= En la segunda fase de este trabajo se presenté un inconveniente con la fija-
cién de células a la monocapa, por esto sugerimos para un proximo ensayo,
descartar el medio de cultivo pasadas 24 horas de la siembra, eliminando de
esta manera las células presentes en suspension, para finalmente sustituir el
medio nutritivo descartado con medio nutritivo nuevo antes de llevar a cabo

la irradiacion.

= Seria conveniente realizar el experimento con el FDG completamente decaido,
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. RECOMENDACIONES

con esto nos referimos a que haya transcurido al menos 10 vidas medias del

18F con la linea 3T3 para evaluar su toxicidad o inocuidad en ella.
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APENDICE A

MATERIALES Y EQUIPOS

Para la realizacion de este trabajo se cont6 con los siguientes materiales y

equipos.

A.1. Linea Celular 3T3

La linea 3T3 original fue establecida en 1960 por George Todaro y Howard
Green; y recibi6 este nombre por el protocolo empleado cuando se establecio: “3”
dias para “T’ransferir, inocular “3” x 10° células. Pertenece a fibroblastos de ratén

albino suizo (Mus musculus) y se duplica en 18 horas.

Figura A.1: Células fusiformes 313, 4x
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A.2. LINEA CELULAR HT-29 A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.2. Linea Celular HT-29

Esta linea esta constituida por células epiteliales intestinales, méas especifi-
camente pertenecen a adenocarcinoma de colon de grado II. A diferencia de la linea
3T3, ésta es humana. Crece sin problemas en medio nutritivo RPMI y DMEM. Su

tiempo de duplicacién es de aproximadamente 22 horas.

La linea celular HT-29 fue establecida en 1975, derivada de células de ade-
nocarcinoma de colon humano. A nivel morfolégico, los cultivos de esta linea celu-
lar son hetereogéneos y contienen subpoblaciones de células con diversa capacidad
de diferenciacion. Asi pues, en condiciones estdndar de cultivo, la poblacion HT-
29 contiene mds de un 95% de células morfolégicamente indiferenciadas: durante
el crecimiento hacia postconfluencia, las células se van apilando y no se polarizan,
formando multicapas, y no expresan marcadores de diferenciacion caracteristicos

de células del epitelio intestinal adultas.

FiguraA.2: Células epiteliales de la linea celular HT-29 donde se puede observar el crecimiento

en colonias, 4x.
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A.3. FRASCOS DE CULTIVO A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.3. Frascos de Cultivo

Son botellas dedicadas al cultivo de diferentes tipos de células, son fabrica-
das en diferentes materiales como vidrio y plastico, las empleadas en estos experi-

mentos son de pléstico.

Estos frascos se emplean como grandes placas de Petri para el cultivo celu-
lar, tienen una tapa de rosca con ventilacion y ofrecen una amplia superficie para el
crecimiento celular. Son apilables y al ser transparentes facilitan su observacién al

microscopio.

Figura A.3: Frascos de Cultivo de 25 cm?

A.4. Incubadora PRECISION Scientific Economy 5EG

Es una cdmara aislada que permite controlar la temperatura. Posee un inte-
rior de acero inoxidable resistente ala corrosién del acero y facil de limpiar. Combina
una amplia gama de temperaturas con una excelente sensibilidad a la temperatura,

la estabilidad y uniformidad.

Esta es la incubadora de la que se dispone en el CDD, por esta razon, los

cultivos se mantuvieron en ella a temperatura controlada de 37°C.
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A.4. INCUBADORA PRECISION ScCIENTIFIC ECONOMY 5BGMATERIALES Y EQUIPOS

Volumen de la cAmara 129 L
Técnica de conveccion Gravedad
Temperatura
Rango Ambiente de +5° C to 65 °C
Uniformidad a 37 °C +1,0°C
Estabilidad +0,5°C
Sensibilidad +0,5°C
Peso 59,9 kg
Dimensiones de la camara (cm) 39,4x47,0x68,6

Tabla A.1: Especificaciones de la Incubadora PRECISION Scientific Economy 5EG.

Figura A.4: Incubadora PRECISION, CDD.

140



A.5. INCUBADORA DE CO» A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.5. Incubadorade CO,

Estos equipos tienen como finalidad mantener la temperatura en una at-

mosfera con una tension controlada de CO; y adicionalmente de humedad elevada.
Cuenta con:

= Un dispositivo de control de temperatura, posee un termostato de seguridad
que desconecta la funcioén en caso de anomalia. Ya que mantener la estabili-

dad de la temperatura es una caracteristica imprescindible de la incubadora.
» Un dispositivo que inyecta en la cdmara una mezcla de aire y CO5.

= Un dispositivo de control de la humedad ambiente. Para mantener el cultivo
se requiere una humedad ambiental elevada, para minimizar la evaporacion
de agua del medio de cultivo. En la incubadora presente en el IBE, esto se con-
sigue a través de bandejas de agua en el fondo de la incubadora. En los equipos
mas modernos se dispone de dispositivos que controlan la humedad atmos-

férica, inyectando agua estéril y filtrada.

= Un dispositivo de recirculacion de aire. Este dispositivo se encarga de homo-

geneizar la temperatura en su interior.
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A.6. PIPETAS GRADUADAS A. MATERIALES Y EQUIPOS

Figura A.5: Incubadora NUAIRE, IBE.

A.6. Pipetas Graduadas

Son instrumentos de vidrio que permiten medir diferentes volumenes de
liquidos. Deben estar debidamente lavadas y esterilizadas, y una vez que entran en

contacto con suspension celular o paredes de algin contenedor deben descartarse.

Figura A.6: Pipeta
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A.7.PLACAS DE CULTIVO A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.7. Placas de Cultivo

A.7.1. Placas de cultivo de 6x4 pozos Nunclon’ A Surface.

Son unas placas de poliestireno con pozos de fondo plano que poseen una
superficie tratada por el fabricante para la fijacion 6ptima de la célula y el creci-
miento. Las tapas tienen la forma adecuada para un ajuste de un solo sentido. Posee
Anillos en las tapas a fin de reducir la evaporacion y la condensacion. Asi como areas
de escritura en la cara frontal y posterior, de la misma manera posee identificacion
alfanumérica en filas y columnas para facilitar la identificacién de las muestras. No
son téxicas ni pirogénicas. Estas placas son apilables de manera que facilita su al-

macenamiento y traslado.

Numero de Pozos 24

[\rea, mm? 190

Total 3,4

Volumen por pozo, mL
De trabajo 0,4-1,0

Dimensiones externas, mm 128 x 86

N° de producto 142475

Tabla A.2: Especificaciones de las placas Nunclon™ A Surface, segtin el fabricante.
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A.7.PLACAS DE CULTIVO A. MATERIALES Y EQUIPOS

(a) Placa Sellada en Empaque (b) Placa abierta empleada en uno de los experi-

mentos

Figura A.7: Placas Nunclon™ A Surface

A.7.2. Placasde cultivo de 12x8 pozos CELLSTAR® Greiner Bio-One

Estas placas estdn disefiadas para contener 96 muestras, son estériles, su
superficie estd tratada para favorecer la adhesion celular, no son citotéxicas y son
compatibles con los sistemas automatizados. Poseen codificacion alfanumérica pa-
ra facilitar la identificacién de las muestras. Han sido fabricadas con poliestireno
transparente por lo que se facilita la visualizacién al microscopio, ademas por su di-
sefio son apilables. Tienen anillos de condensacion en la tapa que permiten evitar la

contaminacioén cruzada.
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A.7.PLACAS DE CULTIVO A. MATERIALES Y EQUIPOS

Niimero de Pozos 96
Area, mm? 190
Total 392 (calculado matematicamente)

Volumen por pozo, mL
De trabajo 25-340

Dimensiones externas,
127,76 x 85,48

mm

N° de Catalogo 655180

Tabla A.3: Especificaciones de las placas CELLSTAR® greiner Bio-One de 96 pozos, segiin el

fabricante.
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Figura A.8: Imagen referencial de las placas CELLSTAR® greiner Bio-One de 96 pozos.
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A.8. VASOS DE PRECIPITADO A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.8. Vasos de Precipitado

Envases empleados para agitar,

mezclar y calentar liquidos de uso co- _—
mun en laboratorios. Por lo general - .-

tienen forma cilindrica, con un fon-

do plano y un labio de vertido. Po- Figura A.9: Imagen referencial de

seen ademds graduaciones de volu- vasos de precipitado o beakers.

men aproximadas.

A.9. Gasa

A.9.1. Gasa Hidroéfila

Tejido de malla abierta de algod6n, blanqueada, que se utiliza para hacer

vendas, compresas. Se utilizé para distribuir el etanol en la superficies y esterilizar.

A.9.2. Gasa Esterilizada

Tejido de malla abierta, estéril y suave, que se usa para fines médicos, se

empled para eliminar la condensacion en la parte interna de las tapas de las placas.
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A.10. TuBOS DE CENTRIFUGA A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.10. Tubos de Centrifuga

Son contenedores cilindricos de
pléstico con tapas de rosca, destinados L ’
al andlisis de volimenes pequefios de

muestray disefiados para ser sometidos

a grandes fuerzas en la centrifuga. Figura A.10: Tubo de Centrifuga con su tapa.

A.11. Camisas en Acero Inoxidable

Se utilizan como recipiente para co- [
locar los tubos de centrifuga en la centrifu-
ga propiamente, permite garantizar la equi-

dad del peso entre ambos tubos a colocar en

el equipo, al agregar agua gota a gota en el es-

pacio entre la camisa y el tubo. Figura A.11: Camisas

A.12. Envases de descarte

Recipientes de vidrio en los cuales se desechan los liquidos bajo la campana

de flujo laminar.
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A.13. PARAFILM A. MATERIALES Y EQUIPOS

Figura A.12: Envase de descarte.

A.13. Parafilm

Consiste en un plastico de pa-
rafina con un papel de apoyo, que se
emplea para sellar placas y evitar asi su

contaminacién con el aire y la humedad

mientras no estén en una incubadora de

CO,. Las placas sembradas fueron sella-

Figura A.13: Parafilm

das con este pléstico antes de ser trans-

portadas.

A.14. Campana de flujo laminar

Es una cdmara donde se establece un flujo de aire vertical, a modo de cor-

tina, creando una barrera entre la zona donde se manejan los cultivos y donde se
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A.14. CAMPANA DE FLUJO LAMINAR A. MATERIALES Y EQUIPOS

sitia el operador permitiendo asi trabajar en una zona estéril. Mediante un sistema
de aspiracion se recoge el aire contaminado y después de pasarlo por unos filtros,

devuelve una parte al medio y otra es expulsada al exterior.

La campana se debe poner en funcionamiento de 5 a 10 minutos antes de

empezar a trabajar para que se estabilice la circulacion del aire.

La superficie en la que se trabajard debe limpiarse con unas gasas estériles

impregnadas con una solucion antiséptica, en este caso se emple6 etanol al 70 %.

Lo ideal es ingresar a la campana todos los implementos necesarios para
trabajar antes de comenzar a hacerlo y preferiblemente esterilizar sus superficies
cuando sea posible, todo esto con el propdsito de no entrar y salir de la zona de

trabajo en repetidas oportunidades mientras se esta trabajando.

Figura A.14: Area de Trabajo: campana de flujo laminar, a la derecha bandeja de descarte y

algunos materiales antes de ser ingresados a la campana. IBE.
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A.14. CAMPANA DE FLUJO LAMINAR A. MATERIALES Y EQUIPOS

DELIA SERIES /5

i

1 ml.
_-— aaLpCHE | MILPOR

Figura A.15: Campana de Flujo laminar instalada en el CDD, dentro de la cabina estd una
L plomada, termémetro digital, brazo mecdnico, recipiente para desechos; y debajo estdn los

viales, inyectadoras y demds implementos estériles necesarios para la dosificacion.
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A.15. MEDIOS NUTRITIVOS Y SUPLEMENTOS A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.15. Medios Nutritivos y Suplementos

Los medios nutritivos son el entorno artificial que se les proporciona a los
cultivos celulares para que crezcan y se desarrollen, todo esto se logra a través de la
combinaciéon de ciertos componentes purificados o de soluciones orgénicas com-
plejas. Estos medios por lo general se suplementan para complementar el valor nu-

tritivo que ya poseen y asi optimizarlo para el desarrollo celular.

A.15.1. Medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute).

Es un medio de cultivo celular que fue desarrollado por Moore y otros en el
Roswell Park Memorial Institute (Moore, Gerner, & Franklin, 1967) y de ahi su acréoni-
mo, las células de la linea HT-29 fueron entregadas por el IVIC en este medio y luego
se hicieron crecer en medio DMEM en el IBE, ya que este es el medio que se prepara

en esta institucion con mayor frecuencia.

RPMI-1640 Medium

De SIGMA
Catalogo R-6504
Lote 110k83101
Con L-glutamina 104 g

Bicarbonato de sodio —

Tabla A.4: Especificaciones del RPMI, SIGMA.
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A.16. ETANOL AL 70 % A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.15.2. Medio nutritivo DMEM (Dulbelcco’s Modified Eagle Medium).

Este medio basicamente es una modificacion de un medio més simple: Ea-
gle’s minimal essential medium (EMEM). Tiene una concentracién mayor de vitami-

nas y aminodcidos, de esta manera se puede cultivar diversidad celular con él.

DMEM

De SIGMA

Catalogo d-5523

Lote 110k83101

Tabla A.5: Especificaciones del DMEM, SIGMA..

A.16. Etanolal 70%

Es un compuesto quimico con alto poder antiséptico y bactericida, se em-
plea ala concentracion de 70 % ya que es a este nivel que alcanza su mayor potencial

bactericida.

A.17. Azulde tripano

Es un colorante que se emplea en histologia para hacer tinciones, se le co-
noce como colorante de exclusion ya que cuando la célula es viable, es decir, esta

en perfectas condiciones, no permite que el colorante penetre en ella, mientras que
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A.18. PHOSPHATE BUFFERED SALINE (PBS) A. MATERIALES Y EQUIPOS

cuando ya no es viable la membrana pierde la selectividad que posee, el tinte pasa a

través de ella y colorea la célula de azul.

A.18. Phosphate buffered saline (PBS)

Es una solucién bufer salina fosfatada que se emplea para diluir medios nu-
tritivos, particularmente en este trabajo se empleé como solucion de lavado para
poder agregar la enzima tripsina, ya que elimina todo rastro de Suero Fetal Bovino

(SFB) y este ultimo inhibe la accion de la enzima.

A.19. Enzima Tripsina EDTA

Es una proteina capaz de catalizar la disgregacion celular, lo que constituye
algo fundamental para hacer el contaje celular en las cdmaras de Neubauer. Esta
enzima se mantiene congelada a una temperatura de -20°C y se tempera antes de
usarse. Se mantiene con las células por lapsos no mayores de cinco minutos en la
incubadora ya que su poder de disgregacion es tan alto que al exponer las células por
largos periodos de tiempo rompe la membrana celular conllevando asi a la muerte

celular.

A.20. MTTyDMSO

El Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) es un com-

puesto que se emplea para hacer ensayos de MTT, dicho ensayo se fundamenta en la
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A.21. CAMARA DE NEUBAUER A. MATERIALES Y EQUIPOS

reaccion que lleva a cabo la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa al redu-
cir el compuesto y formar cristales de formazan (de color azul), permitiendo deter-
minar la funcionabilidad mitocondrial y asi la viabilidad celular ya que esta tltima

es proporcional al nimero de cristales formados.

Se prepara la solucion de MTT al 0,4 g/mL y una vez agregado el MTT en

cada pozo, se incuba a 37 °C por dos horas.

Luego se procede a descartar el MTT. Una vez descartado, se agrega en cada
pozo Dimetil Sulféxido (DMSO) que es un solvente de ciertas sales, entre ellas los
cristales de formazan. Cuando estén disueltos los cristales, las placas pueden leerse
en un espectrofotémetro. A través de este ensayo s6lo es posible determinar el nu-
mero de células vivas, no proporciona informaci6n alguna sobre la poblacién celular

que no sobrevivio.

A.21. Camara de Neubauer

Este instrumento también es conocido co-
mo hemocitometro y se utiliza para realizar conteo
celular en un medio liquido. Consiste en un portaob-
jetos que posee dos depresiones en cuyo fondo es-

ta tallada una cuadricula de dimensiones conocidas,

con un cubreobjetos se tapa la cdmara y se introdu-

‘2 ... Figura A.16: Cdmara de Neu-
ce la suspension celular que en nuestro caso habia

. . . . bauer, IBE.
sido diluida con azul de tripano, en ambas depresio-

nes es posible colocar la suspensién para aumentar
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A.22. MICROSCOPIO INVERTIDO A. MATERIALES Y EQUIPOS

el namero de conteos y se observa a microscopio 6ptico. De acuerdo al nimero de
células contado y el volumen total de suspension disponible se calcula el namero de

células por unidad de volumen.

A.22. Microscopio invertido

Este equipo de observacion cuenta con una disposicién inversa de sus com-
ponentes en relacion con un microscopio 6ptico convencional: tanto la fuente de
luz como el condensador se encuentran encima de la plataforma apuntando hacia
abajo y los objetivos se encuentran bajo la plataforma apuntando hacia arriba, s6lo

mantienen la misma ubicacién los oculares.

Este instrumento ofrece la ventaja de poder observar muestras y cultivos sin
tener que hacer ninguna preparacion adicional, a diferencia de los tradicionales en
los que se debe colocar la muestra en un portaobjetos y extraerlo de su medio. De
esta manera, puede hacerse un seguimiento al cultivo y observar su evoluciéon sin

tener que alterarlo para ello.

A.23. Micropipetas de volumen variable

Son instrumentos que permiten medir pequefios volimenes, estos pueden
ir desde 1 uL hasta 1 mL o mads, ajustando en su parte superior el valor a tomar y a
los que se les incorpora en su extremo inferior puntas desechables que se ajustan
a dicho extremo, en las puntas es donde queda almacenado el volumen a medir, la

punta se sumerge en el liquido y al pulsar un botén este es recogido. Para la realiza-
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A.24. PUNTAS A. MATERIALES Y EQUIPOS

ci6én de este trabajo se emplearon micropipetas de diferentes rangos de operacion.

1 Botdn de control
Sirve para ajustar el volumen, dispensar y
expulsar la punta de 1a pipeta

2 Indicador de Volumen
Muestra el volumen ajustado

3 Campo de etiquetado

Se puede rotular el adhesivo suministrado
con el instrumento y ubicarlo en esta
posicién

4 Botén de Bloqueo

5e debe mantener presionado al fijar el
volumen con el botén de control

5 Pieza Inferior
6 Mango de eyeccion

7 Punta de micropipeta

Figura A.18: Imagen explicativa de los componentes de las micropipetas Eppendorf ® Series

2000.

A.24. Puntas

Debido a lo importante que es mantener la esterilidad en cuanto a cultivos
celulares se refiere, las puntas son descartables y se colocan en la micropipeta bajo la
campana de flujo laminar cuidando de no tocar con ellas ningtin otro objeto que no
sea el volumen a medir, si accidentalmente se tropieza algo con ella debe desecharse

inmediatamente sin usarla en el cultivo.
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A.25. PIPETEADOR AUTOMATICO A. MATERIALES Y EQUIPOS

L,[] | IElllir‘I

Figura A.19: Puntas de Micropipeta.

A.25. Pipeteador automatico

Instrumento que permite controlar a través de dos botones el llenado y va-

ciado de las pipetas graduadas.

Figura A.20: Pipeteador Automdtico Disponible en el IBE
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A.26. PICETA A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.26. Piceta

Es un instrumento de la-
boratorio que se utiliza para al-
macenar el agua destilada, su es-
tructura consta de un recipiente
(de diversos tamafos) que pue-
de ser facilmente transportado de
un lugar a otro del laboratorio y

una boquilla con forma de pitillo

por el cual sale el agua destilada

al ejercer presion en el recipiente.

Figura A.21: Piceta.

A.27. Baio termostatizado de agua (Bafio Maria)

Equipo de acero inoxidable que lleva cierto volumen de agua en su interior
para temperar las soluciones a emplear en los cultivos celulares, ya que la mayoria
de ellas se conservan refrigeradas o inclusive congeladas, asi que se colocan en Bafio

Maria a 37°C para poder utilizarse.
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A.28. CENTRIFUGA A. MATERIALES Y EQUIPOS

Figura A.22: Barfio Termostatizado, IBE.

A.28. Centrifuga

Equipo en el que se colocan los tubos con suspension celular para que las

células se depositen en el fondo y hacer el contaje celular.

A.29. Viales

Recipiente de vidrio estéril en el que se depdsit6 el FDG y se diluy6 para la

realizacion de los experimentos.
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A.30. INYECTADORAS A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.30. Inyectadoras

Instrumento estéril utilizado para tomar el volumen de FDG necesario para

cada fase del trabajo.

A.30.1. Balanzas

Figura A.23: Balanzas empleadas en los experimentos, IBE.
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A.31. ESPECTROFOTOMETRO A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.31. Espectrofotémetro

Este equipo puede proporcionar rapidamente medidas de diferentes mues-
tras en una placa de cultivo. Se debe seleccionar la longitud de onda para la lectura,

en el caso de los ensayos con MTT trabaja en el rango de 540-570 nm.

Cuenta con un sistema 6ptico que lleva la luz hasta los pozos de la placa,
donde se encuentra la muestra bajo andlisis. La luz que atraviesa la muestra tiene
un didmetro que varia entre 1 y 3 mm. El sistema de deteccion recibe la energia lu-
minica, proveniente de la muestra, la amplifica, determina la absorbanciay, a través
de un sistema de lectura, la convierte en datos que permiten interpretar el resultado

de la prueba.

Se trabajo con dos espectrofotémetros para la lectura de las diferentes pla-

cas empleadas:
» Tecan GENios Microplate Reader.(Figura A.24b)

» Stat Fax® 2100 Microplate Reader. (Figura A.24a)
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A.32. ACTIVIMETRO A. MATERIALES Y EQUIPOS

(a) Espectrofotometro del Laboratorio de Pro- (b) Espectrofotémetro del Laboratorio de Pato-

ductos Naturales, UCV logia Molecular, IVIC

Figura A.24: Espectrofotémetros que se utilizaron en el presente trabajo.

A.32. Activimetro

Es un instrumento que permite conocer la actividad de un radiofarmaco.
Estd conformado por una cdmara de ionizacién gaseosa tipo pozo dentro de la cual
se introduce el material cuya actividad se desea medir. La actividad es medida en
funcion de la corriente de ionizacién producida por las radiaciones emitidas por el
radioisotopo que interactda con el gas. La cdmara se sella, usualmente bajo presion,
y tiene dos electrodos cilindricos coaxiales que se mantienen a una diferencia de
potencial; el espacio axial constituye el pozo. En el electrémetro asociado la dife-
rencia de potencial se convierte en una sefial de voltaje que se amplifica, se procesa
y finalmente se presenta, generalmente en forma digital, en forma de unidades de
actividad (Bq o Ci), en este caso Ci. Esto es posible dado que para un determinado

radionuclido, suponiendo una geometria fija y una respuesta lineal, la corriente de
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A.32. ACTIVIMETRO A. MATERIALES Y EQUIPOS

ionizacidn es directamente proporcional a la actividad. Sin embargo, la respuesta de
una camara de ionizacion a diferentes radionuclidos varia de acuerdo a sus energias.
Por lo tanto, se necesita ajustar apropiadamente la sefial para el tipo de radiois6to-

pos que se mide; esto se logra colocando en el activimetro selectores de is6topos.

ELECTRODO EXTERNO

BLINDAJE DE PLOMO
SOSTENEDOR DE
LA MUESTRA

&

ELECTRODO
COLECTOR

CIRCUITO ELECTRICO
paramepicion [ PANTALLA

SELECTOR DEL RADIONUCLIDO

! =

VOLTAJE

Figura A.25: Disefio Activimetro

Figura A.26: Activimetro ubicado en el CDD
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A.33. DOSIMETRO PERSONAL A. MATERIALES Y EQUIPOS

A.33. Dosimetro Personal

Para llevar control de la exposicion, se conté con un dosimetro personal de

lectura inmediata.

Figura A.27: Dosimetro, IBE.

A.34. Sistema MINItrace GE

Este equipo se encuentra en el Centro Diagnoéstico Docente Las Mercedes,
y en él se produce el '8F para luego sintetizar FDG. Consta de un ciclotrén que estd
conectado a dos médulos sintetizadores y a una estacion computarizada de trabajo

desde donde se dirige todo el proceso.
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APENDICE B

PREPARACION DE MEDIO NUTRITIVO

B.1. DMEM

B.1.1. Para 1L DMEM (medio base)

1L de H,O bidestilada y desionizada

3,7 g de bicarbonato de sodio

1 frasco de DMEM

10% de glutamina

B.1.2. Para 100 mL

88,5 mL. de DMEM (medio base)

10 mL de Suero Fetal de Bovino (SFB 10%)

1 mL de antibiético (1 %)

0,5 mL de glutamina (1 %)
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APENDICE C

CALCULOS PRIMERA FASE

C.1. Linea3T3

D./mL=24x2x10*=4,8x10° cél/mL

= en 5 mL tenemos:

4,8x10° cél/mL x5 mL=2,4x10% cél

DENSIDAD: 20.000 Células/pozo

DENSIDAD: 30.000 Células/pozo

Cdlculo de células necesarias:

2 placas x24 pozos =48 pozos

= 20,000 cél x 48 pozos = 960,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

2.400.000cél ____ 5mL
960.000 cél X
=>x=2mL

Volumen total a preparar:

0,5 mL/pozo x48 pozos =24 mL
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Cdlculo de células necesarias:

2 placas x 24 pozos =48 pozos

= 30,000 cél x 48 pozos = 1,440,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

2.400.000 cél 5 mL
1.440.000céel = x
=>x=3mL

Volumen total a preparar:

0,5 mL/pozo x48 pozos =24 mL




C.2.LINEA HT-29

C. CALCULOS PRIMERA FASE

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

2d mL—-2mL=22mL

C.2. Linea HT-29

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

24 mL—-3 mL=21 mL

D./mL=194,5x2x10*=3,89x 10° cél/mL

= en 8 mL tenemos:

3,89x 10°% cél/mLx8 mL=3,112x 107 cél

DENSIDAD: 20.000 Células/pozo

DENSIDAD: 30.000 Células/pozo

Cdlculo de células necesarias:
2 placas x 24 pozos =48 pozos

= 20,000 cél x 48 pozos =960,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

31.120.000 cél 8 mL

960.000cél ___  x

= x=0,247 mL
Volumen total a preparar:

0,5mL/pozo x48 pozos =24 mL

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

24 mL-0,247 mL = 23,753 mL
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Cdlculo de células necesarias:
2 placas x 24 pozos =48 pozos

= 30,000 cél x 48 pozos = 1,440,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

31.120.000 cél 8 mL

1.440.000cél ____ x

=>x=0,370 mL
Volumen total a preparar:

0,5mL/pozox48 pozos =24 mL

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

24 mL-0,370 mL =23,630 mL



C.2.LINEA HT-29

C. CALCULOS PRIMERA FASE

Luego del incidente de obstruccién con la pipeta fue necesario repetir los

calculos:

D./mL=24x2x10*=4,8x10° cél/mL

= en 4 mL tenemos:

3,89 x 10° cél/mL x4 mL =10,32 x 106 cél

DENSIDAD: 20.000 Células/pozo

DENSIDAD: 30.000 Células/pozo

Cdlculo de células necesarias:

2 placas x24 pozos =48 pozos

= 20,000 cél x 48 pozos = 960,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

10.320.000cél ___  4mL
960.000 cél X

= x=0,372 mL

Volumen total a preparar:

0,5 mL/pozo x48 pozos =24 mL

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

24 mL-0,372 mL =23,628 mL

Célculo para el faltante

Cdlculo de células necesarias:

2 placas x 24 pozos =48 pozos

= 30,000 cél x 48 pozos = 1,440,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

10.320.000cél __ 4mL
1.440.000 cél X

= x=0,558 mL
Volumen total a preparar:

0,5 mL/pozo x48 pozos =24 mL

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

24 mL-0,558 mL =23,442 mL

10.320.000cél ___  4mL

x — 3,0/mL = X =7,920,600 cél
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C.2.LINEA HT-29

C. CALCULOS PRIMERA FASE

DENSIDAD: 20.000 Células/pozo

DENSIDAD: 30.000 Células/pozo

Cdlculo de células necesarias:

2 placas <24 pozos =48 pozos

= 20,000 cél x 48 pozos =960,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

7.920.000 cél 5mL

280.000cél ___ x

= x=0,109 mL
Volumen total a preparar:

0,5mL/pozox 14 pozos=7mL

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

7mL-0,109 mL=6,891 mL
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Cdlculo de células necesarias:

2 placas x 24 pozos =48 pozos

= 30,000 cél x 14 pozos = 420,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

7.920.000 cél 5mL

420.000cél ___ x

= x=0,163 mL
Volumen total a preparar:

0,5mL/pozox14 pozos=7mL

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

14 mL-0,163 mL=6,837 mL



APENDICE D

CALCULOS SEGUNDA FASE

D./mL=72,5x2x10*=1,45x10% cél/mL

= en 2,5 mL tenemos:

1,45 x 10% cél/mL x 2,5 mL = 3,625 x 10° ¢cél

DENSIDAD: 2.000 Células/pozo

DENSIDAD: 3.000 Células/pozo

Cdlculo de células necesarias:

5 placas x 24 pozos =120 pozos

= 2,000 cél x 120 pozos = 240,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

3.625.000 cél

2,5mL

240.000cél __ x

= x=0,167 mL

Volumen total a preparar:

0,5mL/pozo x 120 pozos =60 mL

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

60 mL—-0,167 mL =59,833 mL
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Cdlculo de células necesarias:

5 placas x 24 pozos =120 pozos

= 3,000 cél x 120 pozos = 360,000 cél

Cdlculo de la alicuota a tomar:

3.625.000 cél

2,5mL

360.000cél __  x

= x=0,248 mL

Volumen total a preparar:

0,5mL/pozox 120 pozos =60 mL

Volumen necesario de medio nutritivo

DMEM a tomar:

60 mL—0,248 mL =59,752 mL
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