Radiosensibilidad molecular y respuesta
tisular al tratamiento con radiacidn ionizante

Molecular radiosensitivity and tissular response to ionizing radiation
treatment

NUNEZ, M. I.'; GUERRERO, R.'; VALENZUELA, M. T.!; L6PEZ, E.2; DEL MORAL, R.2;
VILLALOBOS, M.! y RUIZ DE ALMODOVAR, J. M.!
Laboratorio de Investigaciones Médicas y Biologia Tumoral. Facultad de Medicina.
Hospital Clinico Universitario. Universidad de Granada. Avda de Madrid s/n. 18071. Granada.
2 Servicio de Radioterapia. Hospital Virgen de las Nieves. Granada

RESUMEN

El éxito de la radioterapia en el control de las enfermedades tumorales malignas
que afectan al ser humano depende de manera critica de la dosis total de radiacién que
se administra, pero lo que realmente limita el nivel de dosis es la tolerancia de los
tejidos normales que rodean al tumor y que, por ello, forman parte del volumen tisular
sometido a tratamiento. Estudios in vitro realizados con fibroblastos obtenidos de
pacientes afectos de cancer han demostrado la utilidad de estas células, y de los ensayos
de formacién de colonias, en el desarrollo de un test de medida de radiosensibilidad que
podria ser aplicado para la prediccion de la respuesta de los pacientes. Sin embargo, este
tipo de ensayo estd aun lejos de ser utilizado en la practica clinica. Para resolver las
dificultades experimentales que se han presentado en el intento de prediccién de la
radiorespuesta se han aplicado otros procedimientos analiticos. Entre ellos destacan
diversas aproximaciones al conocimiento del nivel de dafio inducido por la radiacién sobre
la molécula del DNA. El trabajo experimental desarrollado en los tltimos afios ha propor-
cionado datos cuantitativos sobre el nimero de rupturas dobles de cadena de DNA (dsb)
producidas por unidad de dosis y unidad de DNA y se ha considerado este parametro como
una medida de la sensibilidad de las células respecto a la radiacion ionizante. En este
trabajo se revisan los conocimientos actuales y se incluyen datos preliminares sobre la
aplicacién del modelo molecular al estudio de radiosensibilidad en dos tipos celulares
(células epidérmicas de la piel y linfocitos) procedentes de pacientes oncoldgicos.
Nuestros resultados demuestran que el nimero de dsb que la radiacién induce sobre las
células varia significativamente cuando se comparan los resultados obtenidos en dife-
rentes pacientes (1-5 dsb/Gy/unidad de DNA). También hemos podido observar la
existencia de una relacién, estadisticamente muy significativa, entre el nivel de dafio
molecular medido simultineamente en linfocitos y en células epidérmicas procedentes
del mismo paciente (p 0.005). Estos datos sugieren que el nimero inicial de dsb podria
ser utilizado como indice de tolerancia de los tejidos sanos a la radiacion.
Palabras clave: radiosensibilidad, rupturas dobles de cadena de DNA, fibroblastos,
linfocitos, electroforesis de campo pulsado (PFGE).
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ABSTRACT

The success of radiotherapy in eradicating tumours depends on the total radiation
dose, but what limits this dose is the tolerance of the normal tissues within the
treatment volume. In vitro studies involving fibroblast survival from cancer patients
have demonstrated the theoretical feasibility of a predictive assay (the clonogenic
assay) of radiation sensitivity. But such an assay is still far from clinical application.
Alternative measures of radiosensitivity have been developed as predictive tests of
radioresponse in order to avoid experimental errors. Among them, the initial “apparent”
number of DNA double-strand breaks (dsb) induced by radiation has been quantified
using Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). This parameter has been considered as
an alternative measure of cell radiosensitivity. In this work we show both, preliminary
data and a review of the current knowledge about the molecular model application to
the radiosensitivity study using two different normal cell types from the same cancer
patient, epidermal skin cells and lymphocytes. A significant interindividual variation in the
measured dsb (1-5 dsb/Gy/DNA unit) was demonstrated. A linear correlation was found
between molecular damage in lymphocytes and skin samples from the same patient (p
0.005) simultaneously measured. These results suggest that the initial number of dsb
could be used as an indicator of the normal tissue in vivo tolerance to radiation.
Key words: radiosensitivity, double strand breaks, fibroblasts, lymphocytes, pulsed-
field-gel-electrophoresis (PFGE).
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Se acepta de manera generalizada que existen amplias diferencias en los
valores que caracterizan la radiosensibilidad intrinseca de células procedentes
tanto de tumores humanos como de tejidos peritumorales sanos. Esta dispa-
ridad parece estar relacionada con la probabilidad de control tumoral Y,
quizas, con la tolerancia tisular al tratamiento (1, 2). El éxito de la radiotera-
pia depende de la dosis de radiacién total, que a su vez esta limitada por el
dafio que la radiacién produce en los tejidos normales circundantes. En este
sentido esta claro que pacientes sometidos a idénticos esquemas de tratamien-
to expresan, en mayor o menor grado, las lesiones producidas por la radiacién
en sus tejidos normales. En efecto, la respuesta tisular a la radioterapia varia
entre niveles de dafio inapreciable, o minimo, y reacciones que, por su
severidad, obligan a la interrupcién del tratamiento. Aunque parte de la
desigualdad en la respuesta podria ser explicada en funcion del azar, en la
actualidad hay datos sugerentes de que las variaciones del efecto de la radia-
cién sobre los tejidos normales pueden atribuirse bien a factores relacionados
con el tratamiento (esquema de fraccionamiento, volumen del campo de
tratamiento, calidad de la radiacién, errores dosimétricos, etc.), bien a carac-
teristicas inherentes al paciente (radiosensibilidad celular intrinseca, edad del
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paciente, anomalias o caracteristicas genéticas o epigenéticas, etc.) (3). El
valor de dosis maxima que se utiliza en protocolos terapéuticos convenciona-
les basados en el empleo de la radiacion estd determinado, en primer lugar,
por el requerimiento de mantener la morbilidad terapéutica en niveles éticamente
aceptables. De hecho las respuestas severas observadas en pacientes supues-
tamente sensibles a la radiacion constituyen el criterio “mayor” limitante de
dosis. Por otra parte la existencia de diferencias en radiosensibilidad condi-
cionadas intrinseca o genéticamente (4-7), da origen a la siguiente hipdtesis
de trabajo:

El estudio de la radiosensibilidad celular “in vitro” puede permitir la
identificacion, entre los pacientes irradiados, de aquellos sobre los que
gravita el mayor riesgo de padecer complicaciones radioinducidas de ca-
rdcter grave como efecto secundario del tratamiento antitumoral. De esta
forma podria ofrecerse, a los pacientes oncolégicos, una opcion terapéutica
individualizada que haga posible la reduccion de los indices de morbilidad
y el aumento, si ello es posible, de la probabilidad de control tumoral.

A nivel experimental se ha demostrado la existencia de una relacion
estadisticamente significativa entre datos de laboratorio y parametros clini-
cos. Asi, la radiosensibilidad celular de fibroblastos, obtenidos mediante el
estudio de muestras tisulares de piel cultivadas en el laboratorio, correlaciona
con la severidad de las reacciones clinicas, evaluadas a través de la valoracion
de las lesiones que se observan clinicamente en la piel de esos mismos
pacientes tras haber sido sometidos a irradiacion con fines terapéuticos. Esta
asociacion entre estudios in vitro e in vivo ha sido frecuentemente encontrada
y parece consistente cuando se comparan las lesiones radioinducidas que se
manifiestan en forma tardia (2, 3, 8). Sin embargo, la mayoria de los estudios
realizados hasta la fecha indican una falta de correlacion entre radiosensibilidad
de los fibroblastos y respuesta tisular aguda frente a la radiaciéon (9-11).
Aun cuando los datos de supervivencia celular derivados del ensayo
clonogénico podrian utilizarse en el intento de predecir la radiosensibilidad
tisular, su aplicacion rutinaria presenta inconvenientes de dificil superacion (no
es facil conseguir in vitro el crecimiento de los fibroblastos, existen numero-
sos problemas de contaminacidn, el tiempo necesario para, una vez tomada la
muestra de tejido, conseguir resultados se sitia en torno a los 3-4 meses, el
ensayo de formacién de colonias no es suficientemente exacto, etc). Por ello
se han desarrollado medidas alternativas de radiosensibilidad que, entre otras
variables, permiten cuantificar el dafio producido por radiacion sobre la molécula
del DNA. Existen numerosos métodos para valorar la magnitud de las lesio-
nes moleculares radioinducidas, entre ellos se encuentra la Electroforesis en
Gel con técnica de Campo Pulsante (PFGE) que, adecuadamente utilizada,
permite determinar el numero inicial de rupturas dobles de cadena de DNA
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(dsb) producido por radiacién asi como evaluar el proceso de reagrupamiento
de las mismas.

Trabajos previos en este campo de investigacion han puesto de manifiesto
la existencia de diferencias en la cantidad del dafio radioinducido (Daifio
Inicial, DI) que puede ser observado inmediatamente después del tratamiento
de las células, cuando éstas son mantenidas durante todo el experimento a 0
°C, es decir, en condiciones en las que se impide la reparacién. Radford ( 12)
ha demostrado que el nivel de DI se relaciona con la radiosensibilidad en
distintas modelos celulares y en diversas condiciones experimentales entre las
que se incluyen, por ejemplo, las modificaciones de la distribucién de las
células en las distintas fases del ciclo celular (13, 14) y la presencia o
ausencia de radiosensibilizadores o radioprotectores (15-17). Schwartz y col. (18)
y Kelland y col. han demostrado que la medida del DI, utilizando la técnica
de elucién neutra en filtro, podia marcar la diferencia entre una célula sensi-
ble y otra resistente a la radiacién. Si bien estas observaciones han sido
confirmadas por otros autores (4, 7, 19, 20), la relacién propuesta no es de
caracter general puesto que en otros experimentos y circunstancias, no se ha
demostrado que exista correlacién entre parametros moleculares de DI y datos
de radiosensibilidad celular (21, 22).

Aun cuando durante el estadio fisico de la accion de la radiacion (depo-
sito de energia tras la interaccion de los fotones con las estructuras moleculares
de la célula) no deberian existir diferencias entre distintos tipos celulares, en
el estadio quimico (etapa que sigue al estadio anterior) se producen una serie
de reacciones radioquimicas que pueden aumentar o disminuir los efectos
biolégicos de la radiacion. Asi, la presencia de oxigeno modifica enormemen-
te la cantidad de dafio radionducido y ésto se refleja en la incidencia de
muerte celular (23). Efectos similares se observan tras las alteraciones de la
concentracion de compuestos con grupos tioles, siendo la eficacia de los
mismos mayor cuando las células se irradian en condiciones hipéxicas. La
influencia de la concentracién de grupos SH se reduce en condiciones xicas
ya que la cinética de fijacion del dafio por oxigeno es mas favorable que la
de reparacion quimica llevada a cabo por los tioles (24). Basandose en datos
quimicos parece poco probable que variaciones inter-celulares de la concen-
tracion de sustancias con capacidad radioprotectora sean suficientes como
para conseguir un cambio significativo en la supervivencia de células éxicas (24).
Sin embargo hay trabajos en los que se demuestra que la manipulacién
exogena de grupos tioles modifica la sensibilidad de células bien oxigena-
das (16). Por ello no se debe descartar la posibilidad de que alteraciones de
los niveles endégenos de “Scavengers” modulen la sensibilidad de células
frente a la radiacién. En este sentido se podria sugerir que las diferencias
observadas en la cantidad de dafio inicial podrian ser debidas a variaciones en
la concentracion intracelular de sustancias con capacidad radioprotectora. No

Ars Pharmaceutica, 38:2-3; 165-175, 1997



RESPUESTA TISULAR AL TRATAMIENTO CON RADIACION IONIZANTE 169

obstante, aun cuando los niveles intracelulares de glutation varian de unas a
otras células, no se ha encontrado ninguna relacion entre la concentracioén de
glutation y la radiosensibilidad celular (25).

Por ello, aunque no estd claro que los tioles puedan competir con el
oxigeno para originar diferencias relevantes en los niveles de induccion de
dafio, Ward (24) ha sugerido que los cambios en la concentracion intercelular
de estas moléculas podrian, a través de mecanismos de reparacién quimica,
explicar las diferencias en el nivel de dafio inducido.

Sabemos, por otra parte, que las nucleoproteinas desempefian un papel
sumamente importante en la conservacion de la integridad estructural y fun-
cional del DNA (26). Y esto es asi hasta el punto de que la separacion
completa de las proteinas sensibiliza la molécula de DNA que, en estas
condiciones experimentales, resulta 70 veces mas 1abil (27). En cierta medida
las diferencias en el nivel de dafio inicial radioinducido pueden también ser
un reflejo del grado de empaquetamiento de la molécula de DNA mas que de
la fragmentacién real de la misma (28), aunque ésta es una explicacién sim-
plista puesto que se ha demostrado que los valores de radiosensibilidad
molecular dependen marcadamente de la conformaciéon de la molécula del
DNA vy, por ello, de la cinética celular en una manera que correlaciona con
la supervivencia de la célula tras irradiacion (29).

Medidas del grado de empaquetamiento de la molécula de DNA podrian
ser indicativas de su radiosensibilidad. Es sabido que el DNA en diferentes
estados conformacionales tiene distinta capacidad de reparacion del dafio
inducido por la luz ultravioleta. Se ha demostrado también que la radiacién
produce mis dafio en regiones del DNA que se estdn transcribiendo o que
estan activas, que en regiones o genes que se encuentran inactivos (30). Esto
se podria explicar tomando en consideracion que existe la posibilidad de que
estas diferencias de conformacion sean causa de modificaciones en la accesi-
bilidad de los radicales libres a la molécula de DNA (31) y/o del microambiente
de distribucion de los radicales radioprotectores (24). Hasta ahora los térmi-
nos de “empaquetamiento del DNA” o “conformacion del DNA” se han
utilizado en su mas amplio sentido. Hablar de la naturaleza de la cromatina
se presta a cierta controversia. Nada explica todo. Otros factores como los
puntos de unién del DNA a la membrana nuclear, la estructura de esta
membrana y el nivel de la concentracion de determinados precursores han
sido también considerados parametros capaces de modificar la radiosensibili-
dad (32).

De una forma muy general podriamos resumir el conocimiento respecto
de este tema en la siguiente forma: La radiacion ionizante provoca la muerte
de las células eucariotas a través de las lesiones que induce en la estructura
del DNA y de las alteraciones funcionales que estas lesiones conllevan. En
ausencia de una demostracién experimental suficiente como para definir algu-
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na lesién “tipo” como responsable de la muerte celular, la investigacién de los
procesos moleculares que subyacen a la pérdida de la capacidad clonogénica
inducida por la radiacién se ha dirigido hacia el estudio de correlacién entre
lesién molecular y supervivencia celular. No obstante, no esta claro porqué
las células difieren en su sensibilidad frente a la radiacién ionizante. Los
estudios de radiosensibilidad a nivel molecular han puesto de manifiesto
distintos hechos y sugerido diferentes parametros cuyas modificaciones expli-
can, al menos parcialmente, las diferencias encontradas y que, por ello,
pueden ser considerados como determinantes fundamentales de radiosensibilidad.
Son los siguientes:

1) El dafio inicial medido como rupturas dobles de cadena de DNA
inducidas por una dosis unitaria de radiacion 4, 5,7, 19).

2) La capacidad celular para reparar el dafio radioinducido estimada en
términos de cinética de reagrupamiento de las cadenas de DNA (7,22, 33, 34).

3) El dafio residual, es decir, la fraccién de lesiones que no pueden ser
reparadas por las células aun disponiendo de tiempo suficiente para hacer-
lo (35)

Comoquiera que los parametros que cuantifican el nivel de dafio radioinducido
sobre el DNA vy la velocidad de reparacion de dicho dafio estan relacionados

entre 51 (36) se ha sugerido que las células mas radiosensibles sufren mas dsb/
Gy en su genoma y ademads, en ellas, el proceso de reagrupamiento de las
cadenas de DNA rotas por radiacién es mas lento que el observado en las
células resistentes. .
Para investigar, de un lado, la hipétesis que confiere a la dotacién y
expresion genética especifica de las células de cada ser bumano up _nanel

OrCvanto of (@ respucsta usufar al tratamiento con radiacidon y, de otro, la
validez del dafio inicial como test predictivo de tolerancia hemos sometido
a estudio de radiosensibilidad molecular dos tipos diferentes de células
normales procedentes de enfermas afectas de cancer de mama: a) células
epiteliales de piel y b) linfocitos periféricos obtenidos a partir de una muestra
de sangre.

Las muestras de piel, aproximadamente de 1 c¢m? de superficie, fueron
conseguidas durante la mastectomia de las pacientes. Este material, cortado
en pequefios fragmentos, fue disgregado mediante tratamiento durante 20
horas a 37 °C con la siguiente mezcla enzimatica: DNA_, (0.05 mg/ml),
pronasa (0.05 mg/ml) y colagenasa (0.1 mg/ml). La suspension asi obtenida
resulta constituida por células aisladas Y pequefios agregados multicelulares
de tamafio inferior a 0.1-0.2 mm de diAmetro. Para eliminar los enzimas la
suspension se centrifuga a baja velocidad, 500g, 10 min, 4 °C, y el pellet se
resuspende en medio de cultivo (Dulbecco Minimo Esencial suplementado
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con el 10% de suero de feto de ternera, DMEM + 10% FCS) en estas
condiciones las células se almacenan a temperatura ambiente hasta el momen-
to de ser utilizadas para el ensayo de su radiosensibilidad molecular.

Junto a la obtencién de la muestra de piel se realiza una extraccion de 10
ml de sangre de la enferma de la que, por centrifugacién en gradiente de
densidad (Ficoll/Hypaque, Becton Dickinson), se aislan las células blancas.
Las células aisladas se conservan en medio de cultivo, a temperatura ambien-
te, hasta el momento del ensayo de radiosensibilidad. Ambas muestras, célu-
las epidérmicas y linfocitos, se procesan simultineamente procurando que
entre la obtencién de las muestras y el inicio del experimento no se sobrepase
el tiempo de 24 horas.

El test analitico empleado para cuantificar la cantidad de lesiones que la
radiacion induce sobre las células de las enfermas se basa en el tratamiento
de las muestras celulares, preparadas en agarosa, con radiacién electromagné-
tica ionizante a diferentes niveles de dosis comprendidos entre 0 y 45 Gy y
la posterior separacion de las moléculas de DNA rotas por la radiacion
utilizando electroforesis de campo pulsante. Los fragmentos de DNA se
movilizan en agarosa bajo la influencia del campo eléctrico de acuerdo con
su tamafio. Esta técnica permite calcular el numero de rupturas dobles de
cadena de DNA (5, 20) que se producen por unidad de dosis (Gy) y por
unidad de DNA (en nuestro trabajo hemos tomado como unidad de DNA el
tamafio medio del cromosoma humano, 200 Mpb).

Utilizar este test de radiosensibilidad molecular nos ha permitido la
valoracién, de forma paralela, del dafio inicial inducido por la radiacién sobre
la molécula del DNA en dos tipos celulares normales procedentes del mismo
paciente. Ademas nos ha permitido comprobar la existencia de una importante
y significativa variacion interindividual en la radiosensibilidad molecular en
ambos tipos de células: linfocitos y células epidérmicas. En efecto, el nivel de
dafio inicial cuya estimacion surge del calculo de las pendientes de la relacién
entre rupturas dobles de cadena de DNA y dosis, correspondiente a cada
enferma, cuya representacion grafica se ofrece en la figura 1, ha oscilado
entre 1 y 5 dsb/Gy/DNA. Por otra parte, nuestros resultados nos han permi-
tido demostrar la existencia de una relacién estadisticamente significativa
entre los valores de radiosensibilidad encontrados para uno y otro tipo de
células (figura 2, r = 0.669, p 0.005). Este resultado permite suponer que los
ensayos de radiosensibilidad molecular realizados sobre linfocitos pueden ser
utilizados como indices de radiosensibilidad molecular in vitro de los tejidos
sanos. La posibilidad de emplear este tipo celular como referencia para la
prediccion de la respuesta de los tejidos sanos a la radiacion ha sido recien-
temente anticipada por Jones (37). La facil disponibilidad de linfocitos (sélo
se necesita una muestra de sangre periférica de los pacientes que van a ser
sometidos a radioterapia) y la posibilidad de aplicar sobre ellos las técnicas
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Fig. 1.—a) Células epidérmicas: dafio inicial producido por radiacion sobre el material gené-
tico medido como rupturas dobles de cadena de DNA en funcién de la dosis; b) Linfocitos:
dafio inicial producido por radiacion sobre el material genético medido como rupturas dobles
de cadena de DNA en funcién de la dosis.

de estimacidn cuantitativa de lesién molecular, convierte a este tejido en el
sustrato tedricamente ideal para la investigacion de radiotolerancia Si los
valores de radiosensibilidad encontrados estuvieran determinados a nivel ge-
nético, la demostracion de elevada sensibilidad en linfocitos, podria indicar
una hipersensibilidad en otros tipos de células de los tejidos peritumorales
sanos del individuo sometido a tratamiento.

En la actualidad el tratamiento del cancer, en numerosas localizaciones
tumorales, se realiza administrando al tumor una dosis de radiacion tolerable
por los tejidos normales. En algunos casos (seminoma, linfoma) la dosis
necesaria para el control es baja y excluye los problemas de tolerancia.
Ocasionalmente en algunos tumores de crecimiento rapido se consiguen me-
jores indices de control reduciendo el tiempo de irradiacion sin necesidad de
elevar excesivamente la dosis. Estos hechos demuestran la importancia de la
individualizacién de los tratamientos en oncologia. Para conseguir este obje-
tivo, es necesario evaluar in vitro la radiosensibilidad intrinseca de determi-
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Fig. 2.—Relacién entre la radiosensibilidad molecular de ambos tipos celulares normales:
linfocitos periféricos y células epidérmicas de la piel. El parametro de radiosensibilidad
molecular utilizado es el nimero de rupturas dobles de cadena/Gy/unidad de DNA.

nadas células obtenidas del paciente (fibroblastos o linfocitos, por ejemplo) y
cuantificar desde el punto de vista clinico y de una manera, tan objetiva como
sea posible, la respuesta de la piel de los enfermos al tratamiento.
Posteriormente, los datos obtenidos en el laboratorio se han de poner en
relacion con la respuesta clinica observada y cuantificada mediante un siste-
ma de gradacién adecuado que esta siendo consensuado a nivel europeo. Si
existiese correlacion entre los pardmetros in vitro y los resultados adversos
del tratamiento determinados por el estudio clinico seria posible, al menos
teéricamente, identificar aquellos subgrupos de enfermos en los que se espera
que la respuesta al tratamiento sea “normal” y distinguirlos de aquellos otros
en los que la administracién de la dosis puede producir una reaccién extrema.
Finalmente, esto puede permitir cierta aproximacién al principio de individua-
lizacion terapéutica, objetivo que de ser conseguido puede proporcionar un
considerable cambio en los indices de probabilidad de curacidn e incidencia
de morbilidad que caracterizan las aplicaciones terapéuticas de la radiacién.
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