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RESUMEN

En numerosos trabajos la evaluacién del dafio genotdxico radioinducido se contempla desde la construccién
de curvas de calibracién con fines dosimétricos, aplicando técnicas citogenéticas. No obstante, el presente
estudio propone, de manera innovadora, la utilizacién de estas curvas con el objetivo de evaluar la radiosen-
sibilidad individual implementando el ensayo cometa.

Los resultados permiten sugerir que dentro del rango de 0 a 8 Gy la sensibilidad del método posibilita la
prediccién de la respuesta relativa individual (radiosensibilidad) en referencia al olive tail moment.

Considerando la falta de acuerdo en lo que respecta a la implementacién de este ensayo y a los pardmetros
que representan de mejor manera el dafio genético, se propone la realizacién de este tipo de estudios en
diferentes laboratorios con el objetivo de lograr la unificacién de criterios y metodologfas de trabajo que
conduzcan a opiniones consensuadas, necesarias para la correcta interpretacién de los resultados.

PALABRAS CLAVES: Radiosensibilidad individual, ensayo del cometa, sangre periférica.

ABSTRACT

In many research works, the evaluation of radioinduced genotoxic damage is considered in the light of the
construction of calibration curves with dosimetry aims, using citogenitcs techniques. However, the present
research proposes, in a innovating way, the use of curves to evaluate the individual radiosensitivity when
implementing the comet assay.

The results suggest that within the range 0 to 8 Gy the sensitivity of the used method allows the obtain-
ing of a relative answer prediction (radiosensivity) in relation to the olive tail moment.

Taking into account the back of aggrement about implementation of this assay and the parameters which
better represent genetic damage, the accomplishement of this type of research in different laboratories is
suggested. Our purpose is to reach agreement in work methodology and criteria which allow to produce an
opinion on which consensus has to play an important key role, ensuring correct reading of results.

Keyworbps: Individual radiosensitivity, comet assay, peripherical blood.
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INTRODUCCION

Dentro del marco genérico de las respuestas
individuales, la radiosensibilidad es una ca-
racterfstica personal asociada con una reac-
cién aumentada a las radiaciones ionizantes
(Di Giorgio et al., 2003). En cuanto a esta
respuesta es importante mencionar que exis-
ten notables diferencias entre los individuos.
Asi, ha sido observado que los efectos ad-
versos que la caracterizan estdn influidos
principalmente por la susceptibilidad genética
a la radiacién (Di Giorgio et al., 2003; Di
Giorgio et al., 2001).

La importancia de su evaluacién se vi-
sualiza no s6lo desde la perspectiva de la se-
guridad radiolégica, sino también desde la
radioterapia. En referencia a ésta, la respuesta
clinica en el volumen de tejido sano irradia-
do incluye efectos agudos, tardios y cdncer.
De esta manera se entiende que la signifi-
cancia de estos estudios podria estar basada
en la prevencién de efectos deterministas y
en la limitacién de los efectos estocdsticos a
niveles aceptables. Aunque los limites de
dosis efectiva suponen una respuesta homo-
génea de la poblacién humana, existen sub-
grupos radiosensibles que muestran una
mayor incidencia de los efectos menciona-
dos (Di Giorgio et al., 2003).

Desde otra perspectiva, los estudios in
Vitro de radiosensibilidad pueden llevarse a
cabo mediante diferentes end-points biols-
gicos tales como el ensayo clonogénico, fre-
cuencia de aberraciones cromosémicas es-
tructurales (ACE), pintado cromosémico,
frecuencia microndcleos (MN) y capacidad
de reparacién del dafio residual entre otros
(Di Giorgio et al., 2003; Di Giorgio et al.,
2001; Di Giorgio et al.1998; Nasazzi et al.,
2000).

En cuanto a los disefios implementados
en la evaluacién de este fenémeno, la cons-
truccién de curvas de calibracién con indi-
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viduos sanos y sin exposicién genotdxica
previa, es crucial a la hora de unificar proto-
colos y comparar resultados. En numerosos
trabajos la importancia de estas curvas es
mencionada para diferentes calidades de ra-
diacién y para evaluar los factores que afec-
tan la sensibilidad del método, principalmente
a dosis bajas y de baja transferencia lineal de
energfa (LET) (Di Giorgio et al., 1998).

A pesar de la significancia de estas cur-
vas, hasta el presente las mismas han sido
hechas en su mayorfa para estudios de dosi-
metrifa biol6gica, detectando lesiones cito-
genéticas por andlisis de ACE y MN. Al res-
pecto, la frecuencia de dicéntricos en linfo-
citos humanos es considerado como el mé-
todo mds sensible para cuantificar la exposi-
cién a radiacién ionizante usando una curva
de calibracién in vitro apropiada, de acuer-
do a la calidad de la radiacién (Nasazzi et
al., 2000).

De acuerdo a lo expuesto, es evidente la
necesidad de incrementar el cuerpo concep-
tual de las relaciones dosis-respuesta desde
la perspectiva de otras técnicas y con otros
fines. De esta manera, complementando la
aproximacion citogenética cldsica para fines
dosimétricos, consideramos oportuno pro-
poner la evaluacién del potencial predictivo
del ensayo cometa (nivel citomolecular) para
fines radioterapéuticos. Al respecto, Olive
(1999) menciona que el desarrollo de este
método permite examinar un ndmero de
cuestiones interesantes en radiobiologia,
dentro de las cuales la radiosensibilidad de
poblaciones celulares tumorales merece des-
tacarse. Sus ventajas pricticas lo convierten
en una herramienta popular en oncologfa y
genética toxicoldgica (Collins et al., 1997;
Fairbairn et al., 1995). Por otra parte, este
ensayo ha sido ampliamente utilizado en lin-
focitos de sangre periférica para la evalua-
cién del dafio inducido por radiaciones
ionizantes y podria ser considerado como un
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buen indicador de la radiosensibilidad indi-
vidual. Asf, la respuesta a una dosis recibida
podria ser cuantificada desde una simple
extraccién sanguinea y su posterior andlisis.
Los linfocitos de sangre periférica son un tipo
celular ideal para evaluar radiosensibilidad
en tejidos normales, ya que la toma de la
muestra es poco cruenta, son fdciles de uti-
lizar en condiciones in Vitro y proveen resul-
tados répidos (Di Giorgio et al., 2001).

En cuanto a la implementacién de la téc-
nica, si bien los pasos generales de las distin-
tas versiones estdn bien definidos, la mayo-
rfa de los grupos de trabajo han desarrolla-
do variantes que impiden la comparacién
interlaboratorio de los resultados y como
consecuencia la imposibilidad de estandari-
zar los pardmetros que se utilizan preferen-
cialmente para cuantificar el dafo evaluado
(Bocker et al., 1997). Asi, la interpretacién
de las dosis usando curvas de calibracién rea-
lizadas en otro laboratorio, puede introdu-
cir incertezas extra-sustanciales y por esta
razén se recomienda que cada laboratorio
construya su propia curva dosis-respuesta
(Lloyd y Edwards, 1983). Desde el punto
de vista préctico, la alternativa experimen-
tal propuesta es la utilizacién de radiacién
ionizante (Olive, 1999).

El objetivo para la elaboracién de una
curva de calibracién in vitro es determinar
aquellos valores de los coeficientes matemd-
ticos que mejor ajustan a los puntos de da-
tos obtenidos en cada laboratorio (Lloyd y
Edward, 1983).

En el presente trabajo se evalué el dafo
inducido por rayos y a través del ensayo co-
meta en linfocitos de sangre periférica, tra-
tando de establecer los limites de deteccién
y saturacion de la técnica y contribuir al co-
nocimiento de las relaciones dosis-respuesta
para radiaciones de bajo LET.
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MATERIALES Y METODOS
Sujetos y muestras de sangre

El estudio estuvo comprendido por 10 do-
nantes sanos (9 mujeres y 1 hombre), quie-
nes no presentaban evidencias de desérde-
nes genéticos ni historial de exposicién ge-
notdxica previa. La edad media del grupo
fue de 26,1 anos. La toma de muestras se
realizé en el Servicio Asistencial de Salud de
la Universidad Auténoma de Barcelona. Al
respecto, dos mL de sangre fueron colecta-
dos para cada individuo mediante puncién
endovenosa en vacutainer heparinizados y
se transportaron al laboratorio. La sangre fue
centrifugada y el sobrenadante removido. El
pellet celular fue resuspendido en igual vo-
lumen de medio RPMI 1640 (Gibco) sin
suplementos. Luego cada muestra fue divi-
dida en 6 tubos eppendorf de 1.5 mL (250
uL por tubo) correspondientes al control y
a las 5 dosis evaluadas (1, 2, 4, 6 y 8 Gy).

Descripcion de la irradiacién

El procedimiento experimental de irradia-
cién fue realizado por la Unidad Técnica de
Proteccién Radioldgica de la Universidad
Auténoma de Barcelona (UTPR-UAB). La
calibracién de la unidad asi como la determi-
nacién de la dosis se realizé por este servicio.

El equipo de irradiacién corresponde a
un irradiador especifico para muestras bio-
légicas y procedimientos experimentales. El
IBL 437 tipo H, N°: 701 (SCHERING CIS
bio internacional) contiene 189 TBq (5100
curies) de Cesio 137. Las muestras fueron
ubicadas dentro del cilindro portador y lo-
calizadas dentro de la unidad. Sensores es-
pecificos chequearon el correcto posiciona-
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miento de esta canasta. La secuencia tem-
poral de irradiacién comienza cuando la
muestra alcanza la posicién correcta y cul-
mina cuando se alcanza la dosis requerida
considerando la tasa correspondiente (tasa
de dosis: 6,00 Gy/min).

Inmediatamente después del tratamien-
to radiante, las muestras se ubicaron sobre
hielo, con el fin de minimizar la accién de los
mecanismos de reparacién (Collins, 2004).

Ensayo cometa

Este ensayo fue realizado en condiciones
alcalinas, de acuerdo al método de Singh et
al. (1988) con algunas modificaciones me-
nores (Guillament et al., 2004).

Se embebieron las células en agarosa de
bajo punto de fusién (0,5%) y se deposita-
ron en portaobjetos previamente cubiertos
con 150 mL agarosa 0,5% de punto de fu-
sién normal. Posteriormente los portaobjetos
se sumergieron en solucién de lisis pH 10
(2,5 M NaCl, 100mM Na EDTA, 10 mM
Tris, DMSO 10%, Triton X-100 1%) du-
rante 24 hrs. A continuacién se procedié a
un tratamiento alcalino (300mM NaOH,
ImM Na EDTA,) por 20 min antes de la
electroforesis. Esta tltima se realizé a 4°C,
25V (0.73 V/em) y 300 mA durante 30

min.

Anadlisis de iméagenes

Las observaciones fueron hechas usando un
microscopio de fluorescencia (Olympus
BX50, equipado con filtros de exitacién de
515-560 mm) conectado a una cdmara de

video color CCD-IRIS Hitachi Denshi, Ltd.
La imagen para cada célula fue capturada
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empleando el programa Komet 5.5. Las cé-
lulas fueron analizadas considerando su

Olive Tail Moment (OTM) y el % de ADN

en la cola.

Analisis estadistico

Asumiendo diferencias altamente significa-
tivas a valores de p< 0.001 los datos fueron
analizados mediante el test t-Student. Por
otra parte, para la estadistica descriptiva se
utilizaron los software Stat Graphics 3.0 Plus
® y Microsoft Office Excel 2003.

Ensayos de validacion

En una segunda instancia, luego de la cons-
truccién de las curvas pertinentes a ambos
pardmetros analizados, se procedié a la vali-
dacién de los resultados. Al respecto, se eva-
luaron nuevamente muestras de sangre de
dos individuos del grupo estudiado (elegi-
dos al azar). Las mismas fueron sometidas a
dos dosis de radiacién, desconocidas al mo-
mento del andlisis y dentro del rango eva-
luado y analizadas a ciegas con el fin de ob-
servar con el mayor grado de objetividad el
nivel de dafio inducido.

Finalizado el estudio, se procedié a la
decodificacién de las dos dosis utilizadas re-
portando los registros de la UTPR, los valo-
res de 2 y 6 Gy respectivamente.

RESULTADOS

Mediante la Tabla I se presenta la estadistica
descriptiva de los datos abordados de mane-
ra genérica y que permiten una mejor inter-
pretacién de las curvas de calibracién poste-



El valor predictivo del ensayo cometa en la evaluacién de la radiosensibilidad individual... / A.M. GUERCI A. ET AL.

riormente presentadas. Por otra parte, tam-
bién se muestra la diferencia estadisticamente
significativa entre las dosis arrojada por la
prueba t-student.

En la Figura 1 se puede observar las cur-
vas dosis-efecto en referencia al OTM, para
cada individuo analizado. En la mayoria de
los casos se observa tanto una buena aproxi-
macién lineal como polinémica. No obstan-
te, sélo los resultados con el mejor ajuste se
representan grficamente (polinémico de
segundo orden).

En las Figuras 2a y 2b se observan las cur-
vas de calibracién generales para el mismo
pardmetro analizado, pero con ambas aproxi-
maciones matemdticas.

En la Figura 3 se visualizan las curvas do-

sis-efecto que demuestran el dano evaluado
mediante el % de ADN el la cola. Como en
el caso previo, también se observa una bue-
na relacién tanto lineal como polinédmica.
Sélo los resultados con el mejor ajuste se re-
presentan grdficamente. En este caso, las
curvas de calibracién con ambas aproxima-
ciones se presentan mediante las Figuras 4a
y 4b.

Por otro lado, los resultados de la valida-
cién de las curvas realizadas para OTM y %
ADN en la cola son presentados por medio
de la Tabla II y de las Figuras 5ay 5by 6ay
6b, respectivamente. En referencia a esta
prueba en las Figuras 7a y 7b demuestran
graficamente los Intervalo de confianza (IC)
para la totalidad de las dosis analizadas

(0=0,5).

Tasra . Estadistica descriptiva de la poblacién estudiada. Pardmetros analizados por la versién alcalina

del ensayo cometa en el rango de 0 a 8 Gy.

Dosis (Gy)* Edad
0 1 2 4 6 8 (afios)
Medias
OTM=SD 1,74%1,55 2,58+2,12 3,71x2,51 8,22+5,24 11,31+4,97  15,44%5,94 10 26,1
Medias
%ADN=SD
17,31+11,36 21,38+12,58 24,35+11,78 36,93x12,36  48,51x11,66 58,06+10,48 9 264

*
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: Diferencias altamente significativas entre dosis (t- student; p<0.001).
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Ficura 1. Curvas individuales dosis-respuesta mediante el ensayo del cometa. Dafio en el AND (OTM)
inducido por rayos _ en un rango de 0 a 8 Gy Se muestra el coeficiente de correlacién y el ajuste de la
ecuacién matemdtica en cada caso.
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Figura 3. Curvas individuales dosis-respuesta mediante el ensayo del cometa. Dafio en el AND (% ADN en
la cola) inducido por rayos _ en un rango de 0 a 8 Gy Se muestra el coeficiente de correlacién y el ajuste de
la ecuacién matemdtica en cada caso.
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Figura 7. Intervalos de confianza de los pardmetros de la curva de calibracién en el rango evaluado
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Tasra II. Resultados de validacién. Valores indicativos de las dosis validadas en referncia a los valores de
la calibracién general para ambos individuos y para los pardmetros anafizados.

Dosis (Gy) Valor en la curva Limites de confianza (_=0.5)
2 Gy 6 Gy 2Gy  6Gy 2Gy 6 Gy
Medias Individuo A 4,26+2,59 16,90+6,55 3,71 11,31 [2,49-4,89] [9,64-12,98]
OTM=+SD Individuo B 3,53%2,49 15,91+4,80
Medias ~ Individuo A 19,5929,60 51,84x12,37 24,35 48,53 [22,38-26,32]  [47,10-49,37]
%ADN=SD  Individuo B 18,07%9,11  50,262+8,97
DISCUSION bajo gira hacia la utilizacién de técnicas que

Hasta el presente la mayorfa de los trabajos
realizados con curvas de calibracién y radia-
ciones refieren al dafo citogenético induci-
do que permite una estimacién dosimétrica
confiable (Lloyd, 1998; Schroder y Heimers,
2002; Natarajan y Kesavan, 2005). Asi se
destaca la utilizacién de las técnicas MN y
ACE en la cuantificacién de lesiones esta-
bles e inestables mediante la que se calcula
la dosis de radiacién recibida por un indivi-
duo. El enfoque innovador del presente tra-
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permitan valorar la sensibilidad individual
frente a radiaciones ionizantes. En relacién
a ello se propuso la utilizacién del ensayo
cometa con el objetivo de obtener una idea
del nivel de dano radioinducido en el rango
de 0 a 8 Gy de rayos gamma. El mismo se
presenta como una prueba rdpida, sencilla y
de bajo costo. Su alta sensibilidad en cuanto
a la deteccién de dafo genético lo posiciona
preferencialmente en relacién a metodolo-
gias citogenéticas cldsicas (Moller, 2005; Lee
y Steinert, 2003).
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Desde otra perspectiva, los métodos de
calibracién estdndar del ensayo propiamen-
te dicho, se realizan de manera preferencial
con radiaciones electromagnéticas (rayos X
y gamma) (Collins, 2004). No obstante, en
este punto es importante recordar que di-
Versos autores sostienen que es necesaria una
mejor estandarizacién y calibracién de la
técnica (Bocker et al., 1997; Kassie et al.
2000; Lee et al., 2004).

Consecuentemente a lo expuesto ante-
riormente, se presume la falta de acuerdo en
la forma de las curvas dosis-respuestas sin
poder argumentar claramente el origen de
las discrepancias existentes. Asf se entiende
la necesidad de que cada laboratorio pueda
contar con sus propias curvas de calibracién
evaluando los factores que inciden sobre la
sensibilidad del método principalmente a
bajas dosis de radiacién y de bajo LET (Di
Giorgioetal., 1998; Barquinero et al.,1995;
Lloyd y Edwards, 1983). El esfuerzo con-
junto de diferentes grupos de trabajo podria
permitir disponer de distintas relaciones
dosis-respuesta y observar si la forma gene-
ral de las curvas es similar en todos los labo-
ratorios o si existen diferencias importantes
en la relacién cuantitativa. De esta manera
la unificacién de criterios y metodologfas de
trabajo conducirfa a las opiniones consen-
suadas necesarias para la mejor interpreta-
cién de los resultados.

El presente estudio permite coincidir con
Collins (2004), dado que se observa un in-
cremento significativo de dafo a medida que
aumentan las dosis en el rango evaluado. Este
hecho sugiere, de acuerdo al modo de ac-
cién de este tipo de radiacién y a la versién
de la técnica empleada, un incremento im-
portante de rupturas de hebra simple en la
molécula de ADN. Las diferencias signifi-
cativas entre dosis consecutivas evidencian
que cada punto de la curva permite la dis-
criminacién del dafo observado en relacién
a los valores particulares de cada dosis. Al
respecto, mediante el ensayo de validacién
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realizado, se corroboré la utilidad de esta
curva para la estimacién de la radiosensibi-
lidad de un individuo en particular, median-
te la magnitud del dafio observado para una
dosis determinada.

En cuanto a la eleccién de los pardme-
tros analizados en este trabajo, se menciona
que fueron introducidos por Olive et al.
(1990y 1992) y Muller et al. en 1994 y han
sido ampliamente usados en estudios de
genotoxicologfa. No obstante, se recuerda la
falta de uniformidad de criterios en cuanto
a cudl de ellos es el mds adecuado en la de-
teccién del dafio (Lee €t al., 2004).

Se destaca que mediante la implementa-
cién de la técnica en su versién alcalina, pudo
validarse la curva para dosis bajas, en refe-
rencia al OTM. La consideracién particular
de esta variable, para los dos individuos ana-
lizados “a ciegas” demostré un nivel de dano
encuadrado dentro del intervalo de confianza
calculado para esas dosis. Especificamente,
para la dosis de 2 Gy, desde la perspectiva
de la radiosensibilidad individual, el valor
de 3,53 (individuo A) y el de 4,26 (indivi-
duo B) estdn contenidos dentro de los limi-
tes de confianza obtenidos (2,49-4,89). En
referencia a la dosis mds alta (6 Gy), cabe
aclarar que dada la extrema sensibilidad del
ensayo y la gran variabilidad de los datos para
estos valores de dosis obliga a realizar un
andlisis particular que contemple el desvio.
Asi, los valores de ambos individuos (10,349
y 11,104) estdn contenidos dentro del in-
tervalo de confianza calculado (9,636-
12,976). La falta de validacién en relacién
al segundo pardmetro analizado, el % de
ADN en la cola, podria ser atribuida a una
mayor sensibilidad del mismo en referencia
al agente en cuestién, lo cual estarfa influ-
yendo en la menor repetibilidad de los re-
sultados. Adicionalmente, se observé un
desvio a dosis bajas, particular para estos
valores.

En referencia a los limites de deteccién
de la técnica, para ambos pardmetros, un alto



El valor predictivo del ensayo cometa en la evaluacién de la radiosensibilidad individual... / A.M. GUERCI A. ET AL.

y variable grado de dano impide la correcta
estimacion de la dosis por encima de 8 Gy.
Por otra parte, una alta sensibilidad del en-
sayo a dosis bajas, respecto de las conven-
cionales en citogenética, posibilita proponer-
la como buena herramienta de deteccién de
dafo a bajos niveles de radiacidn.

Tanto resultados previos de nuestro la-
boratorio como la revisién del estado actual
de la técnica, permiten presentar las distin-
tas relaciones dosis-respuesta para rayos
gamma. Se observa que la forma general de
las curvas individuales es similar en casi la
totalidad de los casos para ambos pardme-
tros evaluados. En adicién, una buena
aproximacién polinémica refuerza el tipo de
respuesta esperado.

En cuanto a las curvas de calibracién ge-
nerales, si bien la aproximacién polinémica
es la que demuestra un mejor ajuste a los
resultados, no puede descartarse el buen re-
sultado de la aproximacién lineal. Conclui-
mos que para evaluaciones de radiosensibi-
lidad en situaciones que ameriten este apor-
te podria ser apropiado utilizar la curva pool
del OTM vy en casos de determinaciones
dosimétricas hasta 8 Gy utilizar el corres-
pondiente término espontdneo de la curva
como valor gufa para estimar la respuesta
individual relativa ante una dosis dada.

Se propone que la realizacién de este tipo
de estudios en diferentes laboratorios, per-
mitirfa lograr interpretaciones consensuadas
en cuanto al tipo de respuesta para este rango
de dosis mds alld de la implementacién parti-
cular del ensayo en los distintos lugares.
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