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XI

RESUN,{EN

El pez cebra en estos últimos airos se ha convertido en un modelo biológico ideal

para estudiar enfermedades hurnanas de diferentes tipos, siendo particulamente útil

en los estudios de efectos de radiación ionizante-

En el presente estudio, se determinó la dosis de ladiación capaz de provocar un

100 % de muerte en embriones del pez cebra, de 3 horas postfertilización (hpf), siendo

éste valor cntre 12 y 16 [Gy .

Adicionalmente, se realizó un experimento para estudial la muerte celular de los

embriones y la efectividad de un blinclaje de cobre, en términos de protección de

efectos nocivos. Los resultados mostraron una clara protección a nivel morfológico,

especialmente en dosis altas, y además, que los embriones protegidos presentaban una

disminución en la cantidad de células muertas en comparación con los no protegidos.

La tasa de atenuación de dicho blindaje de cobre. se obtuvo a través del uso

de dosímetros termoluminiscentes (TLD), que mostraron clue cl blindaje atenuó un

55,8%:.

Por otra parte, se hizo necesario realizar un estudio de la homogeneidad en Ia

lectura de los TLD, para poder considerar e1 resultado anterior válido. Este estudio

mostró c1ue, para estos clistales el coeficiente de variación es de un 10,8 %.

Finalrrente, se estudió el comportamiento de ia radiación dentro de1 campo, obte-

niéndose una diferencia de dosis entre el extlcmo v el centro de1 campo de1 orden de

30%, por 1o que en todas las expericncias se asegur'ó que los embriones se encontraran

cercanos aI centro del campo.



ABSTRACT

Zebrafish in recent years, has becomc a favored biological model to study human

diseases of clifibrent types, being specia,lly useful in research of ionizing radiation

effects.

In the present work. the radiation dose that can produce death in 100 % of ze-

braflsh embryos of 3 hours postfertilization (hpf), rvas determined, *'hich turned out

to be between 12 and 16 [Gy].

Besides, a study of cell death and effectiveuess of a copper shield (in terms of

harmful effects protection), was developed. The ¡esults showed a clear morphological

effects protection, specially in high doses, and also. that those embr¡,os protected

had a lower number of dead ce11s than those exposed directly to the radiation source.

The attenuation percentage of tl'ris copper shield. was 55,8 %, which was measured

with the utilization of thermoluminescent dosimeters (TLD).

In order to consider the previotts result reliable, a study of TLD reading homoge-

neity became uecessaryj shorving for these crystals. a variation coefficient of 10,8 %.

Finally ihe radiation distribution on the field was determined, with a dose diffe-

rence between the periphery and center of the field, of 30%.



Capítulo 1

Introducción

Los efectos de la radiación sobre los seres vivos han sido estudiados de diversas

formas, tanto indirectas como diiecta-s. Dada 1a difrcuitad de contar con modelos

adecuados para estudiar los efectos de la radiación ionizante i,n'ui,uo. ya sea, por costo

o consideraciones éticas, han surgido modeios aceptables para estos estudios que

incluyen animales invertebrados v, más recientenrente, los embriones y larvas del pez

cebra.

Se han realizado estudios en los clue se inducen mutaciones a través de Ia irradia-

ción de embriones heterocigotosl con fotones. los que proporcionalmerite a 1a dosis. a1

cruzarse con individuos homocigotos2. producían peces homocigotos, traduciéndose

esto en un pez mutado, el que era fácilmente observado, puesto que dicha mutación

era la falta de pigmentación (albinismo) [2], [3].

Por otra paxte se han utilizado cmbriones de peces cebra para estudiar modifica-

dores de radiación, a través de la comparaciórr de los efectos producidos a embriones

tratados con un radioprotector (amifosiina) con los que no 1o fueron, llegándose a

la conclusión clue la amifostina atenuaba notorianente la perturbación producida

llndividuos que presentan dos alelos (cada una cle las formas alternativas que tiene un gen)

distintos para un mismo gen
2lndividuos que presentan los nrismos alelos para uu gen
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al desarrollo normal del embrión. De la misma manera se hizo la, comparación en-

tre peces tratados con un agente radiosensibilizador (AG1478) obteniéndose como

resultado que este agente incrernentaba Ia teratogénesÍs3 y letalidad [4].

A raíz de 1o anterior, es de suma impr:rtancia, conocer en máximo detalle, la

respuesta del embrión a la ra.diación según e1 estadío en el que es irradiado y Ia dosis

que se 1e administró.

1.1. Objetivos

1.1-.1. ObjetivoGeneral

El objetivo general de este proyecto es en plimer lugar implemeltar Ia metodo-

logía idónea para el estudio de los efectos de la radiación en el embrión de pez cebra

y a partir de allí, obtener de forma experimental la tasa de sobrevivencia de embrio-

nes de peces cebra (zebrafish) sometidos a ladiación ionizarte, que proviene de una

fuente de 60Co; además de hacer un análisis de los efectos biológicos producidos por

la radiación a dosis subletal.

1.t.2. Objetivos EspecÍficos

Los embriones de1 pez cebra responden de formas distintas a la radiación segirn

la etapa de su desarrollo en 1a que se encuentren, y como ésta cambia rápidamente,

se necesita en primer lugal obtener Ia dosis específica que provocalá letalidad en los

embriones del estadío particular a estudiar. Una vez obtenida esta curva, se puede

proceder a, irradiar los embriones con dosis inferiores a la que procluce un 100% de

mortalidad, para hacer un estridio tanto de los efectos fenotípicos (acluellos efecios

que producen un cambio en la morfología de1 embrión) como de los efectos a nivel

3Término que se refiere a malfo¡maciones anatómicas.
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celu1ar, específicamente la muerte de éstas.

Por otra parte, se sabe que 1as dosis obienidas en un blanco dependen de diferentes

factores, uno de ellos, es la atenuación de la radiación electromagnética, clue depende

tanto del espesor del material con el que interactíra como de la energÍa de los fotones

que irrciden sobre éste. Por esta razón, el hecho de utilizar un blhdaje entre la firente

y la muestra, implica que las consecuencias biológicas no serán las mismas, debido a

las diferentes intensidades de los fotones qr,re err definitiva llegarán a los embriones.

De esta manera se puede hacer una comparación entre los efectos biológicos de 1a

muestra de embriones sometida a radiación atenuada por un bloque de cobre, con

los efectos de la muestra no atenuada.

Finalmente se controlará la dosis recibida tanto por los embriones protegidos,

como los no protegidos, con la utiliza,ción de dosímetros TLD (thermoluminiscent

dosimeter).



Capítulo 2

Física de Radiación

2.t. Interacción de la Radiación Electromagnética
con Ia Materia

La radia,ción electromagnética intelactúa con la materia de una forma distinta al

caso de las partÍculas cargadas, porque mientras las partículas pueden perder parte

de su energía al interactuar con ésta, la radiación electromagnética se atenúa al pasar

a través de un material, disminuyendo su intensidad pero no su energía.

Este paso de radiación a través de la materia se caracteriza por Llna ley de ab-

sorción exponencial,

I (r) : ¡o¿-ut (2.r)

la cual da la intensidad (es decir, el nírrrero de fotones pol centímetro cuadrado

por segundo) de un haz electromagnético de intensidad oliginal I¡ luego de atravesar

un material homogéneo de grosor ¡. cu-r,o coeficiente de atenuaciórr es p para radiación

electromagnética de la energía en consideración. Es iurportante notar que esta ley

es válida cuando el haz es monoenelgético. está colimado (es decir la trayectoria

de los fotones es 1a misma) y el n'raterial con el clue intelactúa es delgado (esta
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condición es importante par¿ poder despreciar múltiples interacciones de un fotón

con el material) [5], [6].

Los procesos que originan la atenuación de la radiación son de dos tipos, a) la

absorción, en la cual parte o Ia totalidad de la encrgía de los fotones es traspasada

a el.ectrones como energía cinética, y b) la difusiól, en la cual un fotón es desviado

del haz.

Los fotones difundidos del haz no se consideran en términos de traspaso de

energía, por 1o que hay que hacer una distinción entre arrbos procesos:

l.t: lt"+ p"

El coeficiente po representa la energía depositada en el medio. 1a cual es interesan-

te conocer desde el punto de vista radiobiológico i7l. Los coeficientes de atenuación

dependen del nírmero atómico del rraterial absorbente y de ia energía de los foto-

nes incidentes de una manera que queda determinada por los diferentes procesos de

interacción:

1. Difusión eIástica (Rayleigh, 'lhourson y resonancia nuclear)

2. Efecto Fotoeléctrico

3. Dispersión Compton

4. Producción de Pares.

Cada uno de estos procesos tiene asociado una cierta probabilidad de ocurrencia,

que se denomina sección eficaz. Por tanto si se asignan distintas secciones eñcaces pa-

ra cada proceso . o n, ú p, oc y o p, a los procesos individuales de difusión de Rayleigh,
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efecto fotoeléctrico, dispersión de Courpton ¡r producción de pares respectivamente,

e1 coeficiente de atenuación lineal se puede escribir como:

F: N(oal op+ op+ Zoc)

donde 1[ es el número de átomos clel material por m3. E] hecho que la sección

eficaz de Compton esté multiplicada por eI número atómico. es debido a clue este

efecto tiene lugar sobre los electrones individuales y no sobre el átomo como un todo.

En general se consideran sólo los últimos tres procesos mencionados anteriormente,

por ser los de mayor probabilidad de ocurrencia y se explican a contiruración:

2.1.1. Efecto Fotoeléctrico.

La enelgÍa de fotones incidentes puede ser absorbida completamente por electro-

nes en los átomos. particularmente por aquéllos de las órbitas internas (la conserva-

ción de momentum no pennite la absorción por palle de electrones no ligados). La

probabilidad de esta absorción va au.nentando mientras n-rás ligado está el electrón,

siendo el 80 % de la absorcióu fotoeiéctrica realizada por electrones de la capa K, si

eI fotón tiene la energÍa suficiente para provocar una emisión de dicho electrón del

átomo. E1 electrón emitido saldr'á con una cncrgía cinética:

T:ltu-Ex

donde E¡ represerta 1a cnergía de ioriización del electrón de la capa K (Fig. 2.1). El

átomo residual como un todo, se lleva la energía de retroceso, de tal manera que el

mornentum y el balance de energía es preservado t5l, t7], I8].

Este proceso es particularmente inrpoúante en eiementos de alto número atómico

(Z), y deja de ser significativo para energías superiores a 1[NleV].
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.. ,,o.

Figula 2.1: Electo Fotoelóctrico.

2,L.2. Dispersión de Compton

Este proceso consistituye el mecanismo de absorción de enelgía para 1a radiación

cuya energía es del orden de 0,5 a 10 [MeV]. La dispersión de Compton se puede

pensar como equivalente ai Efecto Fotoeléctrico para un electrón atómico cuasi-libre.

Suponiendo que el fotón tiene energía /zz y momentu o, L, y usando netamente
c

expresiones de energía-momentum relativistas, se puede demostrar clue la energía

dei fotón dispersado en relación con el incidente, viene dada por:

ltu
"" -;E-^a-*,0)

tnc' '

donde m es 1a masa en reposo del electr'ón ), á el álgulo entre la dirección del fotón

dispersado e incidente. Es importante notar que la energía de éste será siempre menor

que 1a del fotón incidente, lo que se traduce en un traspaso de Ia energía del fotón

al electrón. LaFig.2.2 mLlestra un diagraria de la Dispersión Compton.

2.1,.3. Formación de Pares

Si la energía de la radiación irrcidente supera ios 1,02 [MeV]. 1a producción de un

par electrón-positrón es energéticamente posible (Fig. 2.3), pero sólo en Ia vecindad

7



Figura 2.2: Dispersión cle Comptou.

de un compañero de colisión, cluien se encarga de llerarse la cantidad adecuada de

momentum con el fin dc preservar la conservación de éste. Dicho courpañero de

colisión puede ser tanto el núcleo como un todo, o un electrón atómico [5].

Itv > 1,02 [MeVl .. ..

Figura 2.3: Formación de Pa¡'es.

,,

2.2.1..

Dosimetría de Radiación

Magnitudes Dosimétricas

La dosimetría es esencial para cuantifical la incidencia de varios cambios biológi-

cos como función de 1a cantidad de radiación lecibida, para comparar diferentes ex-

perimentos. para rnonitorear la exposición de individuos a la radiación v la vigilancia

de1 medioambiente l9].

8

\9
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La transferencj.a de energía desde un haz de fotones al medio toma lugar en dos

pasos. El primer paso (resultando en l(erma) invohrcra la interacción del fotón con el

átomo, causando clue e1 electrón o electrones se liberen. El segundo paso (resultando

en Dosis absorbi,da) involucra la transferencia de energÍa desde el electrón movilizado

en Ia primera parte, al medio a través de ionización y exciiación [10].

KERMA (Kinetic Energy Released in the Medium)

Esta cantidad no estocástica es relevante sólo para campos de radiación indirec-

tamente ionizante y fue introducida por la International Commission on Radiation

Units and N¿Ieasurements (ICRU) [11] para describir la interacción del fotón con el

átomo [10].

Se define como:

K:9t!
dm

donde dE¿, es la energía cinética transferida desde fotones a electrones en un elemento

de voiumen de rnasa drn.

Dosis Absorbida

La dosis absorbida es relevante para todo tipo de campos cle radiación ionizante,

ya sea directa o indirecta. La diferencia entre Kerma y dosis absorbida puede obser-

varse en Fig2.4. La energía es transferida al eiectrón en (a), pero no toda es retenida

en el rnedio, algo de ella es irrarliada por bremsstrahlung. La dosis absorbida es la

energía retenida en el medio, la cual es depositada, a través de las ionizaciones y ex-

citaciones que ocurren a lo largo del camino recorrido por las partículas movilizadas

en el primer paso de transferencia de energía (b) [10].
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bremsstrahlung

hy'

Figura 2.4: Escluema de translérencia de enelgía de un fotón (hz) al n-redio. E1 fotón
interactúa con e1 electrón en (a) entregándole energía cinética Ec y produciéndose un
nuevo fotón deflectado (hz'). Este electrón va depositando su energÍa a 1o largo de
(b) principalrnente por colisiones. La tra.nsferencia de energía en (a) es denominada
Kerma, y en (b), dosis absorbida.

La dosis absorbida D se define en función de una cantidad estocástica, denomi-

nada energía i,mpartid.a e l7l):

D:9
d,m,

La energía impartida á es la suma de toda la energía que entra al volumen de

interés menos toda la enelgía que sale del volumen, considerando toda conversión

dentro del volumen. La producción de pares, por ejemplo, disminuys Ia energía en

1,022 [X,IeV], mientlas la aniquilarión electrón-positrón incrementa la energÍa en 1a

misma cantidad [12].

Las dimensiones de dosis absorbida y Kerma son las mismas. pero en el caso

de la dosis absorbida se utiliza la uuidad Gray (Gy) clue corresponde en el sistema

internacional a:

(b) e-
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Dosis Equivalente

Para propósitos de física de la salud, la especificación de la dosis absorbida es

inadecuada para tener una evaluación completa y precisa del posibie daño provocado

por 1a radiación. Aunclue el riesgo de un potencial daño se incrementa con el aumento

de la dosis absorbida, es necesario tener en cuenta algunos factoles de ponderación.

Tal es el caso del factor de calidad Q. el cual corresponde a uua variable adi-

mensional que se aplica a la dosis absorbida con el fin de proveer una estimación del

daño relativo provocado por diferentes tipos y energías de radiación [13]. Los valores

de Q son seleccionados de valores experimentales de la efectiuid,ad biológica relatiua

(RBE) que es la razón entre la dosis por fotones X o 7 y la dosis por otro tipo de

radiación, que provoca el mismo tipo y grado de efecto biológico. En e1 caso de la

radiación X y 1, el valor del factor es por supuesto 8:1.
La dosis e<luivalente 11, se define como:

H: DQ

donde D es 1a dosis absorbida y Q el factor de calidad anteriormente mencionado [14].

Si la dosis absorbida está dada en [J/kg], entonces fI también lo estará, 1.a que

Q es adimensional. pero para diferenciar una dosis de otra, la unidarl de la dosis

equivalente es ,S'jeoerf (Sv).

licyr:1[*]
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2.2.2. Termoluminiscencia

Termoluminiscencia, es un efecto que consiste en la emisión de luz, por un aislante

o semiconductor que puede ser observada cuando el sólido es estimulado térmicamen-

te. Para que el sólido emita ltrz, es lecesario que previamente ha}ra ¿fs6r6i¿o energÍa

proveniente de radiación ionizante.

Se puede inducir la emisión de luz en algÍrn laboratorio, Inego de que e1 cristal

haya absorbido la radiación; para obtener una proporción entre la luz emitida en el

iaboratorio y Ios fotones absorbidos previamente por el cristal. Esto se realiza, con

el fin de utilizar el cristal como dosímetro (por ejemplo. en el caso de dosimetría

personal) [15], [16].

Un modelo fenomenológico útii clue explica el mecanismo de la termoluminiscencia

es el modelo de bandas para sóIidos. Las trampas y centros de recombinación de

electrones, dados por las impurezas rlel cristal, están localizados en la brecha de

energía entre las bandas de'r,alencia y la de conducción. Los estados permitidos justo

por debajo de la banda de conducción representan las trampas electrónicas y los

estados justo superiores a 1a banda de valencia son las trarnpas de los huecos. Los

niveles posibles de entrampamiento están vacíos antes de ia irradiación (las trampas

de huecos contienen electrones y las trampas electrónicas están vacías). Durante

1a irradiación, los electrones pueden pasar a la banda de conducción, dejando un

hueco en Ia banda de valencia, r.'er Fig. 2.5 [15]. Luego el sistema puede volver aI

equilibrio a través de varios métodos, donde el que nos interesa es e1 caso en que 1as

cargas quedan atrapadas en la trampa electrónica, y por tanto para que el electrón

pueda volver a la banda de valencia, el <;ristal deber ser estimulado tér'micamente

(termoluminiscencia) [12].

La usual medida de 1a termoluminiscencia es descrita por una curva de intensidad



Figula 2.5: Modelo sirnple del mecanismo de termoluminiscencia con dos niveles.

(a) Producción de pares electrón-hueco. (b) Entrampamiento de electrón y hueco.

(c) Liberación del electrón gracias a la terlnoestimulación. d) Recombinación. Los
puntos ennegrecidos representan electrones y los puntos blancos, huecos,

de luz vs. temperatura, llamada curua de brillo (glow cu"rue), q.ue contiene uno o más

picos, denomin ados glo'u peaks. ll7l.

Uno de los cristales más utilizados, es el fluo¡uro de litio (LiF) que posee una

estructura cristalina regular. Sin embargo, al ser dopado con magnesio y titanio

(LiF:N4g,T), se ploducen imperfecciones en la red. En la vecindad de estas imperfec-

ciones se producen Ias trampas electrónicas. Cuando un electrón cae en esta trampa,

deforma localmente la red, lo que le confiere un estado metaestable. A1 aumenta,r' la

temperatura, se destraba cl rearreglo local de 1a rcd y ei eiectrón puede volver a su

estado de baja energía.

2.3. Radiobiología

2,3.L, Efectos de la Radiación Ionizante

Los efectos biológicos de la radiación ionizante se deben al daño al ADN, pu-

diendo generar muerte celular, mutación y carcinogénesis. Cuando la radiación es

Band¿r de conduccion

(cl I (b)
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absorbida por un material biológico, existe La posibilidad de clue interactíre directa-

mente con el blanco crítico en las células (e1 ADN). Los átomos del blanco pueden

ionizarse o excitarse produciendo con esto una cadena de eventos que llevan a un

cambio biológico. Este tipo de interacción se conoce como directa y es la dominante

para radiaciones de alta transferencia li,neal, de energía (LET), tales como reutrones,

partícuias a, etc. Otra alternativa es que la radiación interactúe con otros átomos o

molécuias de 1a célula, especialmente agua. lo que genera 1a producción de radica-

1es libres los que pueden, a tlavés de difusión en la célula, dañar el blanco crítico.

Los radicales libres son altamente reactivos ya que poseen un electrón de valencia

desapareado. Este tipo de interacción se conoce como indirecta y es producida por

radiaciones de baja transferencia lineal de energía.

El modo en que este proceso afecta a 1a célula es el siguiente: Primero, como

resultado de ]a interacción entre un fotón o una partícula cargacla y una moiécula de

agua, ésta puede ionizarse,

rad+H2O -, HzO+ * e-

donde i/2O+ es un ion radical. Estos iones rápidamente se combilan con otra

molécula de agua generando el radical hidroxilo, que es altamente reactivo.

H2O++HzO-HsO++OH

El radical hidroxilo puede difundirse dentro de Ia céltla generando daño al ADN.

Alrededor de dos tercios del daño biológico producido por radiaciones de bajo LET

es producido por acción indirecta [18].

Si el daño celulal ocurle y la cé1ula no es capaz de reparar el daño, puede ocurrir

que ésta muera (apoptosis), que se vea impedida su reproducción o que se origine una
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célula viable pero modiflcada. Si el número de células de un tejido es suflcientemente

grande, habrá un daño observabie, que se traducirá en la pértlida de funcionalidad

del tejido.

En general. 1a probabilidad de ocurrencia de este tipo de daño es nula para dosis

baja pero a partir de cierto valor (e1 umbral) la probabilidad se incrementa rápida-

mente hasta llegar a un 100 %. Este tipo de efecto tales como nauseas: enrojecimiento

de la piel, cataratas, etc. se denominan determinísticos.

Los efectos determinísticos son aqué1los clue a partir de un cierto umbral de

dosis se presentan en un periodo de tiempo breve después de la exposición y la

severidad del efecto se incrementa r:on la dosis.

Por otro lado, a pesar de la existencia de mecanismos complejos de defensa existe

la posibilidad de que la célu1a sobreviva pero rnodificada, 1o que puede tras un período

de tiempo la.rgo y variable, generar cáncer. La probabilidad de cáncer radioinducido

aumenta con la dosis, sin embargo la gravedad de1 efecto es independiente de ésta.

Esta categoría de efectos se conoce como estocásticos.

Los efectos estocásticos son aquéllos en los que la probabilidad de que ocuri'an

es función de la dosis, mientras que la severidad de los efectos es independiente de

eila. No existe un umbral de dosis para efectos de este tipo, porque el1os se producen

en células singulares y se asume clue siempre existe la más mínima posibilidad de

que ocurra un evelto aunque 1a dosis sea pequeña.

Pol otra parte los efectos de Ia radiación se clasifican en:

, Daño Letal, ei cual es irreversible. irreparable y lleva a una muerte cehlar.

. Daño Subletal, el que puede ser reparado en holas siempre clue no se vuelva a

producir este tipo de daño que eventualmente 1levará a una muerte celular.
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. Daño Potencialmente letal, en el que las condiciones ambientales posteriores a

la irradiación influyen en la muerte de las células. Por ejcmplo, el daño poten-

cialmente letal es reparado, si las céiuias luego de Ia irradiación son incu.badas

por varias horas en una solución salina balanceada.

Como consecu.encia del daño celular, el individuo puede tener a largo plazo los

siguientes efectos:

Efecto somáticos los cuales incluyen todos 1os efectos que se pueden desarrollar

durante la vida del inviduo, tales corno, carcinogénesis, esterilidad, acortamiento de

la vida, etc.

Efectos genéti,cos 1os clue inducen mtitaciones a los genes del individuo y ADN

que puede contribuir al nacimiento de descendencia defectuosa.



Capítulo 3

Pez Cebra

3.1. Modelo para Estudio de Enfermedades.

Los peces cebra han sido los preferidos a la hora de estudiar enfermedades huma-

nas, incluyendo Ia carcinogénesis, pues muchos genes involucrados en el ciclo celular,

oncogénesis y supresión de tumores son simila¡es en ambas especiesl en otras pala-

bra^s, conservan los genes relacionados con Ia reparación de1 ADN.

Además de 1o mencionado en el párrafo anterior'. hay varias ventajas de usar peces

cebra para la evaluación (screen) genética en conr.paración con modelos genéticos de

vertebrados más establecidos. como el ratón. Etapas de desarrollo tempranas son

menos accesibles en 1os ratones porque ocurren en útero.

Otros sistemas establecidos tales como Drosophr,la y Caenorhabditis eLegans ple-

den servir como poderosos modelos para muchos procesos biológicos y son dóciles

para lalgos escaneos) sin embargo, no pueden ser utilizados para estudiar el desarrollo

y función de características específicas cie los ve¡tebrados, tales como, el riñon, co-

razón con multicámaras, hematopoiesis multilineral, notocordio y cé1u1as cle la cresta

neural [19].

Por otra parte se puede mantener un gran nírmero de peces en un espacio pequeño,

17
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son fáciles de mantener, tienen fertilización externa Io que asegura que todos los pasos

del desarrollo del embrión pueden ser accesibles. y un par de peces genera cientos

de embriones [20]. El desarrollo del embrión es rápido, con Ia mayoría de órganos de

los sistemas tales como, ojos, cerebro, corazón, riñón, músculos, huesos, y el tracto

gastrointestinal evidentes dentro de las primeras 48 horas post fertilización [21].

Finalmente tienen la propiedad única de tener embriones ópticamente transparentes.

i4l

El daño celular debido a ra.diación ionizante es Lln tema de mucho interés actual

puesto que cada día 1a radioterapia se va haciendo más importante como alternativa

para tratamiento de cáncer, Io que provoca un mayor interés en la búsqueda de las

consecuencias colaterales que este tratamie[to trae consigo. Por esta razón e] estudio

de 1os efectos nocivos que pueda producir Ia radiación ha pasado a primer plano,

lográndose en este úItimo tiempo grandes avances en lo clue a esto se refiere. Para

poder hacer un estudio que fuese representativo y comparable a nivel humano, en

un comienzo se utilizaban como muestra biológica mamíferos roedores, pero debido

a las particulares e interesantes características que posee el pez cebra. su utilización

para experimentos de este tipo ha ido in crescend,o en el transcurso de 1as últimas

décadas [22].

Investigadores observaron, mientras se mantenían 1os peces en el ambiente del

laboratorio, diferentes enfermedades cn los peces adriltos. incluyendo cáncer. Estudios

posteriores revelaron que los peces pueden desarrollar espontáneamente casi cualquier

tipo de tumor [23].
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3.2. Desarrollo de Embrión

Los estados del desarrollo temprarro de1 embrión son:

. Clivaje (0-2,25 hpf): Es Ia primera etapa de división celular y toma lugar las

primeras 2,25 horas postfertilización (hpf).

. Blástula (2,25-5,25 irpf): Etapa de división celular a partir de 64 cé1uIas

. Grístrula (5,25-10,33 hpf ): Formación de las tres capas germinales, endodermo,

mesodermo y ectodermo.

. Segmentación (10,33-24 hpf): En este estado aparecen los somitos (divisiones

longitudinales del mesodermo) y hay un desarrollo temprano de1 cerebro.

' Faríngu1a (24-48 hpf): Se encuentra el notocordo formado, comieuza e1 desa-

rrollo del arco fa.ríngeo, late el corazón y el embrión presenta reflejos al tacto.

' Eclosión (48-72 hpf): El embrión sigue creciendo, la morfogénesis se ralentiza

ya que la mayoría de Ios órganos está formado y comienzan a desarrollarse las

aletas.

. Larval (3-21 dpf): Formaciól de mandíbula y crecimiento.

La fig 3.1 muestra un esquema de las primeras 48 horas del desarrollo del embrión

de pez cebra.
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From: Kimme¡et al. Stages oi embryonic d€velopmont of ihe zobralish
Dev. Dy¡. 203:253-310, 1995

Figura 3.1: Desarrollo del ernbrión de pez cebra en las plimeras 48 horas [24]
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Capítulo 4

Materiales y Métodos

4.L. Procedimiento para Irradiación

4.t.L. Irradiación de TLD

En el control de ias dosis suministradas a los embriones, se utiliza,lon dosímetros

termoluminiscentes TEF 100-D, que son TLD-1001 con 50 % de teflón.

En primera insta,ncia, con el fin de determinar 1a homogeneidad en la lectura de

los dosímetros, se irradiaron simultáneamente los cristales con fotones 1 provenientes

de una fuente de cesio 1372, que pertenece a,l Laboratorio de Metrología de las Ra-

diaciones Ionizantes (LMRI), de la Comisión Chilena de Energía Nluclear (CCHEN).

Los cristales fueron irradiados con una dosis de 1 [mSv] y dispuestos dentro de una

bolsa, tal como muestra la figura 4.1.

Posteriormente, pa,ra poder Ieer las dosis guardadas por los cristales, se puso cada

nno en la bandeja del lector, mostrada en Ia fig 4.2, para luego leerlos y obtener la

curva de brillo correspondiente.

lCristales de fluo¡uro de litio dopados con magnesio y titanio (LiF:N{g,Ti)
2EI 137Cs decae por desintegración B- con un 94.7% de probabiliclad de cae¡ al estado f-

donde por emisión de un rayo gamma de energía 661,7 [kev] decae el estado fundamental.

21
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Figura 4.1: Disposición de dosí¡¡leiros para estudio de homogeireidacl

FigLri'a 4.2: Bandeia cie Lectura TLD'
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El procedimiento para borrar toda dosis remanente en el cristal (annealing), con-

sistió en dejar 1os cristales durante 3 ih] dentro de un horno a 300 ["C] y luego por

i6 [h] más a 80 ['C].

Para el resto de las irradiaciones, se utilizó una fuente de 60Co de la Fundación

Arturo López Pérez, por lo clne se hizo necesario establece¡ la relarión entre la dosis

administrada a los cristales y la carga entregada por el equipo iector de TLD (Hars-

haw modelo 3500). Esta relación se pudo obtener a través de la irlacliación de los

cristaies con dosis entre 0,5 y 8 [GV].

Luego de la calibración de los dosímetros, se realizó un estudio de cómo se distri-

buía la dosis dentro de1 campo y para ello se pusieron 1os dosÍmetros en las diagonales

de1 cuadrado formado por el campo. Los dosímetros se separaron entre sí a una misma

distancia de 5 [cm] (fig. a.3).

Figura 4.3: Distlibución de cristales dentro del campo de radiación.
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Por último, siempre qrte se utilizaron los dosímetros en la mesa experimental para

controlar las dosis suministradas, encima de ellos se puso un fantorna de 1 [cm] de

agua equivalente (que reemplazaba el centímetro de profundidad de E3, considerado

en el cálcuIo de Ia dosis).

4.1.2. Características de Irradiador

El cobalto 60 es un isótopo radiactivo, cuya vida media es de 5,27 años. Este

elemento decae vÍa 0- al nivel 4+ del núrc1eo de 6oNi con probabilidad de 99,88%

y a1 nivel 2+ con 0,12%. El decairriento al estado 0+ es altamente irnprobable por

Io que e1 decaimiento del níque1 se produce en dos etapas. Primero de 4+ a 2+ con

la respectiva emisión de un fotón de 1,17 [NrleV] y luego de este estado al 0+ con la

emisión de un fotón de 1,33 [MeV]. El esquema del decaimiento del 60Co se muestra

en Ia Fig. 4.4 125]j.

En los experimentos, se trabajó con un equipo de 60Co para uso médico, específi-

camente para radioterapia. En la fig 4.5 se muestra e1 cabezal de un ecluipo típico

de cobaltoterapia. En este caso el modelo usado fue e1 Theratron Phoenix 127 de

Theratronics, que pertenece a la Fundación Arturo López Pérez (FALP).

Este equipo data del 22 de noviembre de 2002, y su actividad inicial fue de

Ao : 6513 [Ci].

Para Ia calibración de esta máquina se utiliza un campo 10 x 10 [cm2] y para

medir la dosis, una cámara de ionización tipo Farmer de 0,6 [cm3], dispuesta a 5 [cm]

de profundidad en un fa.ntoma de agua, siguiendo el protocolo 277 de1 Organismo

Internacional de Energía Atómica (OIEA) [26].

El software que calcula las dosis a administrar es lheraplan Plus versión 3.5, el
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Figura 4.4: Esquema de decaimiento 60Co.

cual presentó un 0,1% de error en comparación con datos entregados po¡ el Orga-

nismo Internacional de EnergÍa Atómica, para una medición de prueba realizada por

el mismo Organismo.

4.t.3. Irradiación de embriones

Los embriones se transportaron a la Fundación dentro de tubos Falcon de 50 [mL],

para mantenerlos sumergidos en el medio durante el traslado. Una vez en la sala de

irradiación se cambiaron a placas Pet¡i de 5 [cm] de diámetro y se pusieron varios

60.,
28,",12
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Figura 4.5: Cabezal de una máquina de 60Co.

grupos en Ia mesa experimental 1o más cerca del centro de1 campo. Se irradiaron

simultáneamente y los tiempos de radiación iban en otden ascendente, para que

cuando se cumpliera el tiempo correspondiente a cada dosis se ftteran sacando de la

sala experimental.

Las condiciones de irradiación fueron siempre 1as mismas y consistieron en:

1. Campo de irradiación de 35 x 35 [cm2]

2. Distancia fuente superficie (SSD) de B0 [cm]

3. Profundidad de crílcu1o de 1 lcm], equivalente a la profundidad del medio en e1

que se encontraron los embrioues

Las dosis administradas a los embriones variaron entre 0,5 y Z0 [GV].

Se realizó un experimento en el que se usaJon dos placas con la misma cantidad

de embriones, una de las cuales estaba protegida por un blindaje de cobre que se

encontraba a una distancia de 25,8 [cm] de la base de Ia camilla, y era sostenido

por una placa de acrílico de 1 [cm] de espesor. Esta p1aca, produjo una disminución
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en Ia dosis. pero para Solucionar este percance. el software determinó cuánto tiempo

adicional debía considerar para administrar la dosis requerida en la muestra.

El tiempo adicional se obtuvo de considerar un factor de atenuación de1 material,

que en e1 caso del acrílico fue de 0,932 (esto quiere decir que el acrílico está atenuando

un 6,8 %). Dicho factor se determinó mediante un fantoma y a 5 [cm] de profuudidad

de la cara superior de éste, se posicionó la cámala de ionización en el eje central de

un campo de 10 x 10 [crn2]; se midió la carga con y sin el acr'ílico pala posteriormente

determinar el factor de transmisión.

trn la flg 4.6 se muestra el montaje de la experier-rcia.

Fuente de Cobalto 60

23.8 [cm]

'--_=-; * ,- ----:]
;:rcm, 

- Ta__

Figura 4.6: Montaje del blindaje de cobre en el campo de radiación, con 1as respec-
tivas distancias. Los pequeños círculos ilustran los embriones dentro de las placas.

Posteriormente a la irradiación, 1os emb¡iones se de\,'olvieron a los tubos Falcon

pa,ra ser transportados a Ia incubadora (que mantiene la temperatura constante al-

rededor de 28 ["C]) de1 laboratorio, donde se mantuvieron en placas Petri de 10 [cm]

de diámetro, todo esto con el fin de que siguieran su desarrolio de manera normal.
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4.2. Cuidado y Manejo de Peces

Los peces adultos se mantienen ell tallques dentro de un vivero que se encuentra

en e1 edificio Milenio de la Facultad de ciencias de Ia universidad de chile,

bajo condiciones estándares determinadas [27]:

1. Ciclo de 1uz/oscuridad (14 v 10 [h], respectivamente).

2. Temperatura aproximarla a 1os 28.5 ['C].

3. pH entre 7 y 7,3.

4. Conductividad entre 500-600 i¡rs/m].

5. Dieta alimenticia diaria de Artemia salina suplementada con hojuelas Tetra.

4.2.1. Obtención de Embriones

El pez cebra tiene la característica de presentat' fecundación externa, lo que signi-

fica que tanto Ia hembra como el macho liberan sus gametos al agua donde se produce

la fecundación, por lo tanto los cigotos se pueden recolectar utilizando una bandeja,

que se ingresa a1 tanque e1 día en que se quieren obtener los huevos. Sin embargo,

es necesario utilizar un medio para protegerlos de ser comidos por sus padres, es por

ello, que se utiliza una bandeja de doble fondo, la que debe ser ingresada al tanque

la tarde del día previo a,l cruce puesto que los peces cebra se cruzan al afllanecer'

Los huevos recolectados se ponían en placas Petri de 10 [cm] de diá,metro, que

contenía alrededor de 50 [mL] de E3 (5 [mM] NaCl; 0,17 [rnM] KCI; 0,33 imM] CaCl2;

0,33 [mM] MgSO4; diluido en dHu O), el cual es el medio estándar que se utiliza para

embriones de peces cebra.
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Se eliminaban de ias placas Petri, ac¡re1los huevos no fecundados y muertos, para

posteriormente a ello, dividir los sobrevivientes en grupos de igual número que se

mantenían dentro de dichas placas.

Alrededor de 2,5 [hpf] los embriones se trasladaban err tubos Falcon de 50 [mL]

a la FALP, para ser irradiados a las 3 [hpf].

4,3. Procedimiento Posterior a Irradiación

Estudio de sobrevivencia:

Para el estudio de Ia sobrevivencia de los embriones irradiados con diferentes

dosis, se realizó un seguimiento de los embriones durante 4 días cada 24 horas, en el

que se determinó Ia cantidad de embriones muertos para su. posterior eliminación de

Ia placa, con el fin de evitar contamlnación del medio, y así asegurar la sobrevivencia

del resto de los embriones.

E1 criterio usado para considerar embriones muertos fue, color gris oparo del

embrión y/o detención del corazón.

Estudio de muerte celular:

Para la cuantificación de las céluias apoptóticas (células con muer.te programada)

se utiliza comúnmente naranjo de acridina, que es una tinción flourescente vital (es

decir se utiliza en experimentos ia v.ii,o). El compuesto se une a material genético y

puede diferenciar entre ácido desoxirribonucleico ADN y ácido ribonucleico ARN.

Cuando la célula está en proceso de apoptosis, reduce su núcleo y fragmenta el

ADN con el fin de alterar 1o menos posible e1 entorno con su muerte y ademiis permitir

clue fácilmente sean fagocitadas sus partes. Por 1o tanto el naranjo de acridina se
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intercala en e1 ADN cuando éstc queda exptresto por la apoptosis. En e1 caso de

unión de naranjo de acridina con ADN, 1a radiación emitida es verde y para la unión

con ARN Ia luz emitida es naranja. Los diferentes coiores permiten distinguir ADN

de ARN [28], es decir, las células apoptóticas erniten luz verde.

Para los emb¡iones irradiaclos a dosis subletai, se utilizó la tinción Naranjo de

Acridina (AO3) a una concentración final de 5 [pg/ml,] diluida en E3, durante 10

[min]. Posteriormente, se extrajo la solución y se realizaron varios lavados con E3

para eliminar los residuos de AO. En el írltir¡o lavado se transfirieron los embriones

a nuevos pocillos con E3 (esto es debido a clue la tinción queda impregnada en e1

pocillo, impidiendo con esto que se distingan claramente las células teñidas del fondo

de1 pocillo, al mirar a través del microscopio) ), se cubrieron con papel de aluminio,

para evitar que Ia tinción se decolorara con Ia luz [29].

Una vez finalizado el proceso de tinción, los embriones se anestesiaron con tricaína

(eti1 3-aminobenzoato metanosuifonato) para poder manipularlos y observarlos bajo

la lupa fluorescente OJympus I,wX10.

Finalmente a través del software QCapture Pro se fotografiaron los embriones

con la cámara Leica DFC300Fx, baio ilumiuación ultravioleta.

3acridinium chloride hemi- (zinc chloricle), Sigma A1121



Capítulo 5

Resultados y AnáIisis

5.1-. Ilomogeneidad en Lectura de Dosímetros

Los cristales irradiados con 1[mSv] arrojaron los resultados que se mtrestran en

Ia tabla 5.1.

Tabla 5.1: Datos de Carga entregados para estuclio de homogeneidad de lectura de
dosímetros. Los números en negrita, corresponden al rótu1o del detector.

El gráfico de Ia figura 5.1. muestra clue 1os valores de carga se distribuyen unifor-

memente alrededor de la media, cul.o valor es 8.2 [riC], con una desviación estándar

de 0,9 [nC], es decir, un coeficiente de variación del i0,8 %.

N" de TLD Carga [nC] N" de TLD Carga fnCl N" de TLD Carga [nC]
1 i 1,6 11 8,3 21. 9,6
) 7.8 t2 9,1 ,) 7,5

7,4 13 8,9 23 7,1

4 8,5 t4 8,6 24 7,6

5 8,6 15 7.8

6 8.8 16 8,9 26 7,6

7 8,5 t7 7,8 27 8,9

8 70 18 8,8 28 8,0

I 6,6 19 7,9 29 7)

10 7,0 20
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Figura 5.1: Gr¡í.ñco de la lectura de los dosímetros irradiados zr' 1 [mSv]'

6.2. Calibración Dosímetros Termoluminiscentes
(rrD)

Los tlosímetros se irradiarol con la fuente de 60Co de Ia FALP, para realizar la

calibración.

Ésta se realizó el 25 de septierrüre de 2009, siendo Ia posterior lect*ra ei 5 de

octubre del mismo año. Los resultados obtenidos del lector de dosímettos se muestran

en l¿ tabla 5.2, y el gráñco de dichos datos junto con la regresión lineal se muestran

en la figura 5.2.

La ecuación de la urejor recta que pasa por los puntos. con un írrdice de cor¡elación

de -R2 = 0,998, es:

/(r) : 5160, 3¡ (5.1)

0



Dosis lGv Contlol 0,5 1 2 4 8

Carga [nC]

5,5
5,5
5,3
5,1

2098,0
t927,0
2030,0

6640,0

4487.0

4512,0

4176,0

8544,O

7687,0

9571,0

9689,0

i7630,0
17350,0

18900,0

23190,0

39340,0
45840,0
39820,0

38400,0

Í NC 5,4 2068,8 4953,8 8872,0 19267,5 40850.0

o nC 0.2 \D O 1134,5 943,0 2700,6 3378,5

'fabla 5.2: Correlación entre Dosis y Carga. Los dosímetlos Control, son aquéllos
que no fueron irradiados y su lectura estaría mostrando la radiaciórr de fondo (back-
ground).

donde r es 1a dosis en [Gy] y /(r) Ia carga en inC].

Luego, para poder obtener e1 valor de dosis administrado a un cristal termolumi-

niscente (TL) a partir de la calga entregada, por el lector de dosímetros, se utilizará la

ecuación 5.1 levemente modificada, ya que ahora la carga corresponde a la variable

independiente y la dosis a la dependiente:

D: C
5160,3

donde D es la dosis y C, la carga.

(5.2)

5.3. Dosis entregada por TLD

Los dosímetros se utilizaron en un experimento realizado el día 17 de noviembre

de 2009, para corroborar la calibración.

La lectura de ellos se realizó el 27 de noviembre del mismo año v los ¡esultados

obtenidos se muestran en la tabla 5.3.

Esta tabla muestra un aunento en Ia carga obtenida por e1 lector de TLD con

respecto a las cargas obtenidas en la tabla 5.2, 1o clue se traduce en una lectura de

dosis mayor.
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Figura 5.2: Griífico que muestra la relación entre Ia dosis administracla y la lectura
dosimétrica.

Dosis lGy Control 0,5 1 I 6 8

Calgt'L [nC1

6,6

6,0

2806,7
3263,0
2550.2

5938,0
559,1,0

5630,0

23330.0

23630,0
22900,0

35610,0

37770,0
35150,0

46660,0
56920,0
48580,0

T nU 6,6 2873,2 5720,7 23286,7 361.76,7 50720,0

to nC 0,5 294,9 154.4 299,6 L142,2 1453.6

Tabla 5.3: Datos de Carga entregados para segundo experimento de control de dosis

con TLD.

Calibración TLD



Por último se lealizó un tercer experimento, en el que se irradiaron nuevamelte

los cristales TL, y 1os resultados obtenidos en el lector de TLD. se muest¡an en la

tabla 5.4.

Dosis [Gy Coritrol 0,5 1 2 4

Carga lnCl 2,4
2,5

3657,0
4026,0
3824,0
3553,0

6876.0
6757,0
7183.0
7270.0

14300,0
14590,0
18s60,0
74640,0

30150,0
31620,0
29420,0
32430,0

:L ncl 3765,0 7027,5 23286,7 30905,0
io [nC 0,1 r 79.0 21.1,.r.¡ 299,6 1184,5

Tabla 5.4: Datos de Carga entregados para tercer experimento de control de dosis

con TLD.

Nuevamente se observa un aurnento de la carga en los dosímetros. incluso en

comparación con los datos de la tabla 5.3 que ya mostlaban un aumento de lectura,

esto puede ser atribuible a una dosis residual en los dosímetros, la que no es eliminada

en el proceso de borrado.

Por 1o tanto, Ios dosímetros etr este caso no fueron írtiles para obtener el va]or

de dosis absoluto recibido por los embriones, en el experimento que se usa blindaje

de cobre, sin embargo sí Io son para obtener dosis relativa (el porcentaje de dosis

absorbida por el cobre).

á.4. Distribución de Radiación en Campo

En este estudio se utilizó el montaje mostrado por la fig 4.3 y se obtuvo 1os

resultados mostrados en la tabla 5.5.
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Posición de Cristales N. TLD Carga [nC

Radio de 23,0lcml

1 3001,0

2 3207.0
3 3093,0

1 3377,0
3169,5+140.27

Radio de 16,5[cm]

5 3950,0
6 4820,0
7 4479,0

8 4607,0

4464,0+320.78

Radio de 11[cm]

I 3707,0

i0 3962.0
11 4269,0
t2 5225,0

4290,8+574,9

Radio dc 5,5[cm]

13 5078,0

14 4679,0
15 4661,0
16 5151,0

4892,3+223,8
Centro T7 5091,0

Tabla 5.5: Datos de Carga entregados para estudio de distribución de dosis en campo.

La variación entre el promedio de los valores de carga de los dosímetros dispuestos

en 1os extremos dei campo, mostró una diferencia porcentual con el valor centrai de

un 30%. Por ende para asegurar una distribución homogénea y 1o más cercana al

máximo de la dosis entregada, los embriones siempre se dispusieron lo más cerca

posible de1 centro del campo.

5.5. Sobrevivencia de embriones

Para el estudio de sobrevivencia de embriones se realizaron varios experimentos

en los que se fue mejorando la metodología a implementar. De ellos, se muestran dos,
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Distribución de Dosis en Campo

Dátos experimcntales 

-

5000

U 4ooo

.B 30OOq0

;{ zooo

1000

U

-¡5 -10 J-
Bj"0^ rc,irli

';J>-7o 75

o'
Eje y [cm]

Figura 5.3: Gráñco de la distribución de ia radiacióu en el campo irradiado.

que son los más representativos:

1. Experimento 1,

En esta experiencia, se ilradiaron 6 placas con 37 embriones cada una.

La tabla 5.6 muestra los porcentajes de sobrevivencia de los embriones con el

tr&nscurso de los días y el grá,frco correspondiente se encuentra en fig 5.4.

Experimento 2.

En esta experiencia se consideró previo ¿ la i¡radiación, la mezcla de los embrio-

nes provenientes de diferentes taüques y se irradiaron 6 placas con 80 embriones

cada una.

La tabla 5.7 muestra los porcentajes de sobrevivencia de los embriones con el

t¡¿nscurso de los días.

2.
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Dosis [Gy]
Porcentaje de
Sobrevivencia

l dpf 2 dpf 3 dpf 4dpf
Control 56.8 56.8 56,8 56,8

.1 40.5 37,8 32,1 32,4

8 40.5 ó¿! r 27,0 27,0
L2 27 .0 27 .O 10,8 10,8

16 0 i) 0 0

20 ó,4 5,,1 2,i 0

Tabla 5.6: Sobrevivencia de embriones irradiados. primera experiencia.

Sobrevivencia de Embriones en Función del Tiempo
100

80

60

40

20

o
\23

Días Postfertilización (dpf¡

Figura 5.4: Sobrevivencia de los embriones para el primer experimento.

El gráfico en la figura 5.5 muestra la sobrevivencia de los ernbriones en función

del tiempo.

Al comparar los 2 gráficos de las figuras de sobrevivencia de embriones, se puecle

observar:

1. La dosis 100% letal se encuentra entre 12 y 16 [Gy].

E

c
U)

o

----.r-
12
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a

pl)

o

Dosis lGyl
Porcentaje de
Sobrevivencia

1 dpf 2 clpf 3 dpf 4 dpf 5 dpf
Conirol 82.8 82,8 82.8 82,8 82,8

4 65 65 6i (¡2,á 61,3

8 28,8 23,8 r 8.8 10,0 5,0
72 10,0 6,3 0 0 0

16 2,5 1,3 0 0 0

20 0 0 0 0 0

Tabla 5.7: Sobrevivencia de embriones irradiados, segtmd.a experiencia.

Sobrevivencia de Embriones en Función del Tiempo
100

80

60

40

20

0
723

Días Postfert il ización (dp|

Figura 5.5: Sobrevivencia de los embriones para el segunclo experimento.

Las curva^s presentan una pendiente negativa muv marcada para las primeras

24 horas pero luego se suaviza siendo pr:ícticamente nula para los posteriores

días.

Los embriones control i¡radiados en la primera experiencia muestran baja so-

brevivencia, por 10 que la metodología utilizada en la segunda experiencia fue

3.

----a-
4 12 20
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mís confiahle.

4. Los embriones irradiados a 20 fGil de la primera experiencia sobrevivieron 3

días m¡ís que los iradiados a 16 [Gy], lo que puede explicarse por 1a falta de

mezcla de embriones provenientes de distintos tanques.

En base a los resultados previos se consideró que el experimento con la metodo-

logía rnás apropiada fue el segundo.

Supervivencia (Kaplan-Meier)

o 3 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Tiempo [h]

Figura 5.6: Sobrcvivencia de los cmbrioncs en función del tiernpo, con ¡nétodo dc
Kapla.n-N,Ieier.

De esta experiencia se realizó la curva de sobrevivencia en función del tiempo,

utilizando el método de Kaplan-Meier, que se puede ver en la fig 5.6.

Para poder a¡alizar la incidencia directa de Ia dosis en la sobrevivencia del en.t-

brión, se realizó un grá.fico de sobrevivencia en función de la dosis, que se muestra

en ta hg 5. /.

= 0.8
F

§ o.

.: o.4

r
á e.¿

o 20
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Figura 5.7: Sobrevivencia de los embriones en función de la dosis.

Se puede observar clue la curva tiene una tendencia exponencial, por' lo que se hizo

necesario mostrar dicha curva en escaia logarítmica, (fig 5.8). Esta curva muestra una

clara tendencia lineal, que es lo esperado para dosis de bajo LET.

A partir de 1o anterior, es necesario determinar la dosis que provoca el 50 % de 1e-

talidad en los embriones, y pa;ra el1o se utilizó 1a metodología de Probit, obteniéndose

la tabla 5.8.

Dosis Tasa de Sobrevivencia Yalor Z probit(P
4 0,375 -0,32 4.68

8 0,9 1?R 6,28

12 1 ,) 10

Sobrevivencia en función cle Dosis

Tabla 5.8: Cálculo de probito
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Figura 5.8: Logaritmo de sobrevivencia de los embriones en función de 1a dosis.

Se hizo una regresión 1inea1 pala los datos del gráfico de probit en ftrnción de la

dosis (fig 5.9), obteniéndose que Ia mejor recta que pasa por los puntos fue:

s@) :0'75r + 0,67

donde y es eI número que representa ei porcentaje de letalidad y z es la dosis en

$ay.

Por tanto, el valor de dosis que provocó un 50 % de letalidad fue de 5,77 [Gy],

con una desviación estándar de 1,33 [Gy].

Sobrevivencia en función de Dosis
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ó

Método Probit

o246810t2
Dosis [Gy]

Figura 5.9: Ajuste de datos con rnétodo de Probit, para determinar LC5¡.

5.6. EfectosSubletales

5.6.1. Efectos Morfológicos

Con el fin de poder hacer una comparación de los daños rnorfológicos de los

embriones, en el segundo experimento de sobrevivencia de embrioues. se fotografiaron

los ernbrioues sobrevivientes a las dosis rr¡ís bajas (4 y 8 [Gy] respectivamente) junto

con los controles, cuando estos tenían 5 días postfertilización.

La figura 5.10 muest¡a los ernbriones irradiados; donde el primero corresponde al

embrión no irradiado, el segundo al irradiado a   [Gy] y el rlltimo a 8 [Gy].

Al cornparar las tres imágenes se puede observar':

1. Se presenta un atraso en el desa¡rollo del embrión, siendo el irradiado a 8 [G¡'],

el con mar.or atraso.
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(b)

(c)

Figura 5.10: Morfología de embriones irradiados. (a) Embrión control, (b) embrión
üradiado a a IGy] y (c) crnbriónirradiadoaS[Gfl.

2. EI la,rgo de la cola tarnbién disminuye «rn el incremento de la dosis.

3. Los embriones irradiados presentar una cLuvatura en Ia cola.

4. Los somitos del pez control se pueden observar cla.ramente, sin embargo en los

irradiados esto no es así.

5- La distribución de los pigmentos es anormal para el embrión irradiado a 8 [G1'].
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6. Los emb¡iones irradiados no presentan vejiga natatoria.

7. trl o.io de ios embriones ir¡¿diados es más pequeño.

8. Prácticamente no hay formación de mandíbula en los embriones irradiados.

9. El embrión irradiado a a [Gy] presenta edema pericardiaco.

5,6.2. Muerte Celular

Para poder comparar los efectos de la radiación entre ernbriones irradiados a una

misma dosis, con y sin blindaje de cobre, en primer lugar se calculó cuánto debía

atenuar dicho blindaje.

Considerando clue ia densidad del cobre es p : 8, 4lgl cm3), e1 espesor utilizado fue

de 1,48 [cm] y que para la enelgía de los fotones usados, e1 coeficiente de atenuación

másico es pp:5,54 x 10-2 [cn'r2/g], se tiene que de la ec (2.1) l¿ atenuación del

haz es de un 57 To. Esta atenuación está considerando solamente Ia disminución en la

intensidad del haz. puesto que los rayos X producidos dentro del cobre, se atenúa¡

dentro de1 mismo y prácticamente no salen de é1, por lo que son despreciables respecto

a los fotones 7 provenientes de la fuente.

Se utilizaron los dosímetros TL para obtener Ia razón entre la dosis recibida por

los embriones protegidos y por los no protegidos. de tal manera de poder comparar

con el valor teórico.

Los resultados se muestran en la tabla 5.9

De ella se puede obtener ulla nueva tabla, en 1a que se muestra la razón de

atenuación del cobre, para cada dosis (tabla 5.10).

EI porcentaje de atenuación del blindaje debiera ser constaDte, puesto que no

hay variación del material ni de la energía de los fotones incidentes, 1o que se puede
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Dosis Administrad¿r
Carga medida por lector de TLD [nC

TLD protegidos con Cu TLD no protegidos

2 [Gv]

5378,0

5578,0

10720,0

12710,0

5478,0 11715,0

¿ [Gv]

10650,0
9668,0

22160.0

22230,0
10159,0 22795,O

8 [Gv]

20360.0
147i0,0

37190,0
50170,0

17535,0 43680.0

Tabla 5.9: Datos de Carga entregados para experimento de irradiación con blindaje
de cobre. Los números en negrita, son los promedios de las lecturas para cada dosis.

Dosis
Administrada [Gy

Porcentaje
de Atenuación

2

I 54,2

8 59,9

Tabla 5.10: Porcentaje de atenuación de blindaje de cobre.

observar en 1a tabla 5.10. Por Io tanto se calculó el promedio de los tres porcentajes,

obteniéndose una atenuación dei 55,8 %.
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Figura 5.11: i\'Iuerte celular de embriones irradiados.

En segundo lugar, se estudió la muerte celular eu emb¡iones irradiados sin pro-

tección de cobre, y posteriormetrte se compa,ró con los embriones protegidos.

La irnagen de Ia ñg 5.11, corespolde a eurbriones irradiadm sin protccciórr, cn

Ia cual se puede obselval claramente el aurnento del número de célula¡ muertas, con

el incremento de la dosis.

Las imágenes mostradas en las figuras 5.12, 5.13 y 5.14, corresponden a las com-

paraciones de los embriones sin protección con los protegidos.

Control

z [Gv]

+ [Gv]

e [Gv]

'(&
'J---*'tJ

üü-

\Ü
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En las figuras 5.12 y 5.13 se puede observar que la cantidad de células muertas,

es siempre superior en el caso de 1os embriones no protegidos.

En la figura (5.14), la diferencia de células muertas entre las dos imágenes no es

muy notoria, puesto que se hace más difícil comparar porque ei embrión sin protección

tiene efectos agudos en su desarrollo.

Por tanto, el cobre está protegiendo de efectos tanto a niveles microscópicos

(muerte celular) como macroscópicos (rnorfológicos).
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Figura 5.12: Cornparaciól de rrrrreite celular de enrb't-iores irra'lildos a 2 lGvl
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Figura 5.13r Comp¿rtociór dc muertc ce} ar r1c cmhrioncs irt.'adiarlot a I [Gr1'
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Figura 5.14: Comparnciól dc mtcrtc cchrl¿r cle cmbriones irradiados a 8 lG¡']'



Capítulo 6

Conclusiones

En este trabajo se comprobó clue el embrión de pez cebra es una herramienta

útil para estudios de enfermedades humanas, particularmente estudios de efectos de

radiación ionizante. Por tanto es de suma importancia en primera instancia deter-

minar cuál es la respuesta general de los embriones a la radiación, en términos de

letalidad, ya sea para diferentes estadíos del embrión como para diferentes dosis.

Se estudió 1a dosis que produce un 100 % de letalidad en el embriórr del pez de

un estadío particular (3 hpf). liegándose a (lue ésta se encuentra entre 12 y 16 [Gy].

La dosis que produce un 50 % de letalidad en los embriones se obtuvo a través

del método Proit y resrrlcó ser dc 5.77 + t.33 [Gy].

Los efectos en el desarrollo de1 embrión, fueron siempre i,n crescer¿d,o con Ia dosis,

presentándose típicamente. retraso en el desarrollo, acortamiento y deformación de

cola, disminución del tamaño de Ia cabeza ), ojos, distribución atÍpica de pigmentos

y por último formación de edemas.

En la experiencia de irradiación de embriones a dosis relativamente baj as (entre

2 y 8 [Gy]), se estudió la eficacia de un blindaje de cobre en términos de protección

contra los nocivos efectos de ia radiación, detelminándose que la aplicación de éste,
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efectivamente disminuyó la muerte celular ¡,'los efectos a nivel macroscópicos.

Se estudió en principio, la posibilidad de ntilizal dosÍmetros termoluminiscentes

para el control de las dosis administradas a los emb¡iones, sin embargo, se descu-

brió que las lecturas posteriores a cada irradiación, no eran constantes (como cabe

esperar), sino que iban en aumento con e1 uso, a pesar de que entre cada uno de ellos

se reaiizaba un proceso de annealing (borrado).

Este incremento en la dosis entregada por los dosímetros, se puede atribuir a un

proceso de annealing no efectivo, quedando con esto una dosis residual.

El uso de TLD finaimente fue útil para obtener el porcentaje de ateuuación de1

blindaje de cobre, puesto que independiente del aumento en los valores de dosis ent¡e-

gados por ellos, el corrportamiento del conjunto de cristales resultó ser homogéneo,

con un coeficiente de variación de un 10,9%. Esto implica clue la razón entre los

va.lores de dosis entregados por 1os dosímetros no protegidos y protegidos, es efec-

tivamente representativa de la tasa de atenuación de1 blindaje de cobre utilizado,

resultando ser ésta de un 55.8 %.
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