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RESUMEN

Objetivos: estudio de radiosensibilidad en mujeres de 20 a 40 afios de edad.

Metodologia: se utilizaron 8 muestras de linfocitos extraidos de sangre periférica tratados con
Bleomicina durante la fase G2, contabilizando las aberraciones cromosdmicas resultantes como
biomarcador de radiosensibilidad.

Cada muestra fue dividida en 2 tubos y se sembré 1 mL en medio de cultivo RPMI, adicionando
suero fetal bovino y fitohemaglutinina. Se estudiaron los linfocitos en dos grupos
independientes, uno expuesto a Bleomicina y otro, asignado como grupo control, no expuesto.
Dentro del grupo control y el grupo de expuestos se realizaron dos conjuntos de muestras, unas
expuestas a cafeina y otras no expuestas, con el objetivo de inhibir la reparacién del ADN en la
fase G2 del ciclo celular. Luego se observaron las metafases tefiidas con DAPI en un microscopio
de fluorescencia y se realizdé el conteo de aberraciones cromosdmicas con el procesador
Metafer4.

Resultados: al aplicar analisis estadisticos no paramétricos, se encontré un aumento en la
formacidn de aberraciones cromosémicas en grupos expuestos a Bleomicina en comparacién al
grupo control y se compard el indice de radiosensibilidad entre las donantes encontrando
diferencias significativas en ambos casos.

Conclusiones: en este estudio experimental in vitro se evidencid la aparicién espontdnea de
aberraciones cromosdmicas en el grupo de linfocitos expuestos a Bleomicina y la existencia de
radiosensibilidad interindividual. Estos hallazgos pueden contribuir a futuras investigaciones
para profundizar en el tema.

Palabras clave: radiosensibilidad, mujeres, aberraciones cromosdémicas, radiomiméticos,
linfocitos.

ABSTRACT

Objectives: radiosensitivity study in healthy women between 20 and 40 years of age.

Methods: lymphocytes extracted from peripheral blood treated with Bleomycin were evaluated
on 8 donors during the G2 phase, measuring chromosomal aberrations as a biomarker of
radiosensitivity.

Each sample was divided into 2 tubes and 1 mL was sown in RPMI culture medium, adding fetal
bovine serum and phytohemagglutinin. Lymphocytes were studied in two independent groups,
one exposed to Bleomycin and the other, assigned as a control group, not exposed. Within the
control group and the exposed group, two sets of samples were performed, some exposed to
caffeine and others not exposed, with the aim of inhibiting DNA repair in the G2 phase of the
cell cycle. DAPI-stained metaphases were then observed under a fluorescence microscope and
counting of chromosome aberrations was performed with the Metafer4 processor.

Results: By applying non-parametric statistical analysis, an increase in the formation of
chromosomal aberrations was found in groups exposed to Bleomycin compared to the control
group and also the radiosensitivity index was compared between the donors, finding significant
differences in both cases.

Conclusions: In this in vitro experimental study, the spontaneous appearance of chromosomal
aberrations in the group of lymphocytes exposed to Bleomycin and the existence of
interindividual radiosensitivity were evidenced. These findings may contribute to future
research to go deeper into the subject.

Keywords: Radiosensitivity, women, chromosomal aberrations, radiomimetics, lymphocytes.



INTRODUCCION

Se define radiacion a la propagacion de energia en el espacio; que posee direccién y sentido.
Las radiaciones ionizantes tienen la capacidad de generar cambios atémicos y/o moleculares,
como excitacion e ionizacidn durante el proceso de absorcidn de energia por el material
bioldgico. Estas son utilizadas en la medicina tanto para diagndstico, como tratamiento de
enfermedades (1).

La radioterapia, comenzd a utilizarse en el Siglo XIX para tratar un cancer de estdmago y se
observo la reduccion del tamafio tumoral como primer pardmetro cuantificable del efecto de la
radiacion. En 1901 Pierre Curie se aplicé 1 gramo de Radio sobre el antebrazo y observo que se
generaba una descamacion, eritema y necrosis, pero no pudo hacer mas que la observacién por
falta de un parametro cuantificable de la accién de las radiaciones ionizantes sobre los tejidos
sanos.

Ya en 1906, la Asociacién Francesa para el avance de la Ciencia (AFAS) deducia que habia dos
causas de error que pueden afectar la aplicacién terapéutica de los rayos X por un lado la
incertidumbre de las medidas y dosis y por otro, la sensibilidad de los diferentes sujetos, de las
diversas partes de la piel, etc. Después de una discusion, se aprobd por unanimidad la siguiente
mocion: “la seccién de electricidad médica del congreso celebrado en Lyon admite después de
la discusion que con dosis iguales evaluadas con los indicadores actuales, ciertos individuos en
condiciones especiales pueden presentar reacciones algo diferentes” (2). Es asi, como el
concepto de radiosensibilidad comienza a cobrar relevancia para los investigadores.

La radiosensibilidad se define como la capacidad o susceptibilidad de diferentes células o tejidos
vivos de expresar fendmenos bioldgicos al interactuar con una radiacion ionizante (3). La
variabilidad de la respuesta depende de la radiacién aplicada, pero hay un componente
individual muy importante que engloba el genotipo y el fenotipo. Este concepto se puede
ejemplificar con la poblacién infantil, quienes por tener una alta capacidad mitdtica son mas
radiosensibles que los adultos, especialmente aquellos menores a 10 afios. Mientras mds
cercano a la edad neonatal, mayor es la radiosensibilidad. Ademas, como tienen una menor
masa corporal tienen mayor capacidad de absorcidn (1). La base de este suceso se establece por
las leyes de Bergonie y Tribondeau, "...que indican que una célula es mas radiosensible cuanto
mayor sea su capacidad reproductora, mads largo sea su porvenir cariocinético y cuanto menor
sea su diferenciacion. El nivel de dafio que ocasiona la radiacién tiene una variacion

interindividual la cual es cuantificable (4).



En la formacidon de dicho daino cobra un papel fundamental los mecanismos de reparacion del
ADN, los cuales determinan la radiosensibilidad. Dentro del ciclo celular, la fase G2 es la de
mayor relevancia, ya que en esta se encuentran uno de los puntos de control o “checkpoints” y
ademas es la fase del ciclo celular mas sensible a la radiaciéon. Estos puntos de control permiten
detener el ciclo y reparar el ADN en caso de estar dafiado, de manera que no progrese dicho
error dentro del ciclo celular, propagandose a las células hijas (5).

Diversos estudios in vitro han demostrado la aparicion de aberraciones cromosdmicas y
micronucleos ante la exposicion a radiaciones ionizantes, pudiendo asi utilizar estas alteraciones
para determinar la radiosensibilidad de las células en estudio (6). La forma en que se puede
cuantificar esta variacion es mediante técnicas de dosimetria bioldgica; estas estiman la dosis
absorbida de radiacidon de cada individuo. Algunas de estas técnicas utilizan el conteo de
aberraciones cromosdmicas en linfocitos, interpretando luego este conteo mediante una curva
de calibracion curva-respuesta. La cantidad de alteraciones observadas en dichos linfocitos
representa en promedio la dosis absorbida por el cuerpo del sujeto, ya que los linfocitos al estar
en el torrente sanguineo, recorren todo el cuerpo.

Las aberraciones cromosdmicas se pueden definir como las alteraciones que ocurren en la
estructura de los cromosomas de las células.

Las radiaciones ionizantes provocan aberraciones del tipo cromosémico en los linfocitos
periféricos ya que estos se encuentran en una fase GO del ciclo celular, el estado de quiescencia.
Dichas aberraciones cromosdmicas se clasifican en estables o inestables; las inestables son:
dicéntricos, principal aberracién utilizada para medir la dosis de radiacién absorbida también
conocida como la alteracién gold standard (7), anillos céntricos y acéntricos como se muestran
en la Figura 1. Las estables son: translocaciones reciprocas, traslocaciones no reciprocas y

traslocaciones intersticiales.
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Figura 1. Cromosoma dicéntrico (tincion Giemsa) (7)



Dentro de estos mecanismos de evaluacién de dafio sobre el componente celular, se ha descrito,
ademas de las aberraciones cromosdmicas, la cuantificacién y observacién de microntcleos en
células binucleadas. Durante la divisidn celular, el ADN contenido en el ntcleo celular se replica
y se divide de forma equitativa dando como resultado dos células hijas idénticas entre si. Este
proceso puede ser alterado, dando lugar a roturas cromosdmicas que dan como resultado
fragmentos cromosdmicos acéntricos, que no disponen de centrémeros por lo tanto no se
incluirdn en los nucleos hijos. Eventualmente cromosomas con centrémero podrian incluirse
dentro de estos micronucleos si hubo algln retraso en la separacién de los mismos, y al
reensamblar la membrana nuclear quedan atrapados en estas estructuras satélites. Dichos
fragmentos, pueden ser observados mediante un microscopio éptico, ya que se rodean de

membrana celular y aparecen como pequeiios nucleos (Figura 2) (8).
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Figura 2. Células binucleadas sin microntcleos, células binucleadas con un microntucleo, células binucleadas con dos
microndcleos. (7)

Los biomarcadores dosimétricos se han utilizado de manera efectiva e intensiva durante mucho
tiempo en el drea de proteccién radioldgica. Por el contrario, hasta la fecha no existen normas
sélidas ni protocolos ampliamente aceptados para la aplicacion de estos criterios de valoracion
en radioterapia, radiologia diagndstica e intervencionista y medicina nuclear. El Organismo
Internacional de Energia Atémica (OIEA) organizd la revision de los datos disponibles sobre las
posibilidades del uso de biomarcadores dosimétricos en escenarios de irradiacion médica. El
Informe Técnico resultante también contiene un resumen de los problemas identificados,
lagunas en el conocimiento, limitaciones en la metodologia y recomendaciones para su
superacién. Este trabajo proporciond los antecedentes conceptuales para el inicio de un nuevo
Proyecto de investigacion coordinado E35010 del OIEA, MEDBIODOSE (2017-23), que tiene
como objetivo especifico el desarrollo y la mejora de aplicaciones de marcadores
biodosimétricos en la practica clinica en el cual participan laboratorios de 25 paises, incluida la
Unidad Académica en Radioprotecciéon de la Facultad de Medicina del Laboratorio de
Radiobiologia de la Facultad de Medicina, que ha incorporado recientemente un sistema de
anadlisis microscépico automatizado que permitird un andlisis rapido y preciso de los

biomarcadores moleculares (9).



En términos de medicina personalizada, los biomarcadores son especialmente importantes para
adaptar los propdsitos del tratamiento del cancer. Esto infiere un problema, ya que todos somos
diferentes y no hay dos canceres iguales. Existe una multitud de factores, entre ellos genéticos,
epigenéticos e inflamatorios en juego dentro de cada tumor (10,11).

Dentro de la comunidad cientifica, ha sido de relevancia el estudio de la asociacidén entre la
radioterapia y sus efectos adversos, debido al incremento de su utilizacion como pilar
fundamental para el tratamiento de patologias oncoldgicas. El cancer al dia de hoy, se postula
como problema de salud a nivel mundial; gracias al control de las enfermedades infecciosas,
producto de los avances de la medicina en prevencion, diagnéstico y tratamiento, asi como
también de las mejoras generales en la calidad de vida, la expectativa de vida ha tenido un
aumento sustancial. Debido a esto, en la segunda mitad del siglo XX, emergié un nuevo perfil
epidemioldgico en el cual las enfermedades no transmisibles, especialmente las patologias
cardiovasculares y el cancer, se encuentran como primera causa de muerte (12). “El problema
del cancer es de notoria relevancia en el espectro epidemiolédgico del Uruguay, anualmente se
registran unos 17.000 casos nuevos (unos 14.000 excluyendo al cancer de piel no melanoma) y
mueren mas de 8.000 uruguayos por esta causa.” Segun la informacién emitida por el Ministerio
de Salud, "...las muertes por cancer constituyen un cuarto (25%) del total de las defunciones

registradas en Uruguay cada afio (estas cifras corresponden al 2020...” — Figura 3) (13).
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Figura 3. Esquema de la proporcion de las muertes por cancer en el Uruguay
Justificacién
La importancia de la investigacién de la radiosensibilidad individual en mujeres, radica en
diferentes pilares fundamentales como lo son los efectos bioldgicos de las radiaciones ionizantes
y el uso frecuente de la radioterapia como tratamiento en una enfermedad sumamente

prevalente a nivel poblacional y mundial, como lo es el cancer.



El desarrollo de complicaciones inducidas por la radiacidn después de la radioterapia (RT) tiene
un impacto significativo en el resultado del tratamiento y en la calidad de vida del paciente. En
las ultimas décadas la relacidn terapéutica ha mejorado debido a los avances en las tecnologias
de RT y al uso de radioprotectores, mitigadores y radiosensibilizadores (14). Sin embargo, la
toxicidad por radiacidn de los tejidos normales que rodean el tumor es un problema grave para
el 5-10% de los pacientes que se ven afectados por una alta radiosensibilidad intrinseca (15-17).
La evidencia de radiosensibilidad la dan las quemaduras in vivo y la radiodermitis en las partes
del cuerpo irradiadas, junto con el efecto en el area vecina (18). Se estima que el 1% del total de
pacientes radiosensibles pueden tener un compromiso en su prondstico vital y se los denomina
como pacientes hiper-respondedores (5). Varios factores, incluida la composicion celular, la
diferenciacion, la capacidad de renovacidn celular y la radiosensibilidad celular, determinan la
gravedad de la toxicidad de la radiacidon (19). Los factores vinculados con el paciente estdn
profundamente relacionados con el riesgo de manifestar toxicidad por radiacion y todavia no se
dispone de marcadores bioldgicos fiables para predecir la aparicion de efectos secundarios
graves después de la RT. La respuesta humana a la radiacién ionizante (IR) es individual y
variable, y esta influenciada por la edad, el tabaquismo, la diabetes, la enfermedad vascular del
colageno y el genotipo (20). Ademas, multiples vias genéticas, como la reparacion del dafio del
ADN, el estrés oxidativo, la fibrogénesis por radiacién y el dafio de las células endoteliales, estan
implicadas en las reacciones adversas de los tejidos después de la radioterapia (21). Sin
embargo, la base molecular de la radiosensibilidad individual sigue sin comprenderse bien y la
relacidn entre los diferentes indicadores de la sensibilidad a la radiacién es aun limitada por lo
que el estudio de las variantes genéticas asociadas a las diferencias interindividuales de la
radiosensibilidad, ayuda a tomar medidas preventivas en los diferentes tratamientos radiantes
(terapia personalizada) (1).

El diagndstico y el tratamiento de la enfermedad exigen una sélida comprension de los
mecanismos subyacentes. A lo largo de la historia, este esfuerzo por descifrar el origen y el
mecanismo de transformacién de una célula normal en cancer ha llevado a varias teorias; desde
una comprension a nivel de heterogeneidad unicelular hay un importante niumero de desafios
moleculares para superar. Con una comprension cada vez mayor de la genética y la biologia del
cancer, la enfermedad se ha vuelto cada vez mas compleja de entender. La complejidad del
cancery conceptualizacidn desde la biologia es ampliamente aceptada y ha ayudado a avanzar
en la terapéutica del cancer al enfocarse en las diversas caracteristicas pero, con el avance de

las tecnologias, hay una mayor dispersién en la forma en que vemos el cancer como una



enfermedad y la comprensidn adicional durante la dltima década ha cambiado sustancialmente
(22).

La dosis de radioterapia administrada se vincula con el control tumoral y la incidencia de
complicaciones. Poder dosificar la radiosensibilidad, pardmetro el cual es individual y varia entre
cada paciente, nos permitird optimizar las directivas de los tratamientos que requieran de
radioterapia, especialmente los oncoldgicos, lo cual seria beneficioso para cumplir con el
objetivo terapéutico y minimizar los efectos colaterales (6). Actualmente se sabe que la
radiosensibilidad es diferente entre los sujetos, pero no hay estudios realizados sobre este tema

en la poblacién Uruguaya sin patologia oncoldgica.

OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo General
Estudiar el nivel de radiosensibilidad en mujeres voluntarias de 20 a 40 aios provenientes de

Montevideo, Uruguay.

Objetivos Especificos

1. Estudiar la aparicidon espontanea de aberraciones cromosdémicas en el grupo de linfocitos
expuestos a un radiomimético in vitro, extraidos de sangre periférica de mujeres voluntarias.
2. Estudiar el nivel de radiosensibilidad a través del analisis de la frecuencia de aberraciones
cromosomicas en linfocitos expuestos a un radiomimético in vitro, extraidos de sangre

periférica de mujeres voluntarias.
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METODOLOGIA

Para este trabajo la poblacién elegida fueron mujeres de 20 a 40 afios de Montevideo Uruguay.
Como criterios de inclusién se tomaron el sexo femenino y edad entre 20 a 40 aios; como
criterios de exclusién fumadoras, alcoholistas, enfermedad oncolégica diagnosticada en curso y
tratamiento oncoldgico en los ultimos 10 afios.

La muestra utilizada fue, sangre entera obtenida por venopuncidén mediante el procedimiento
de rutina, de 8 donantes contactadas por miembros del equipo de investigacidn, entre mujeres
de su entorno que accedieron voluntariamente y dieron su consentimiento informado luego de

ser informadas sobre el proyecto de investigacién.

DISENO DE ESTUDIO

Se eligid realizar un estudio experimental in vitro con ensayos controlados, con muestras de
sangre periférica de mujeres voluntarias, no fumadoras, no alcoholistas, sin enfermedad
oncoldgica diagnosticada en curso y que no hayan estado bajo tratamiento oncoldgico en los
Ultimos 10 afios. Las mismas se exponen a un radiomimético desde las 72 a 96 hs de iniciado el
cultivo y recuperadas en presencia de 4 mM de cafeina, con el objetivo de conocer el grado de
radiosensibilidad, para lo que se realizaron estudios en el marco del “Ensayo G2” empleando
cafeina. (23)

Dado que la etapa G2, es la etapa del ciclo celular mas radiosensible, han sido desarrollados
ensayos que permiten evaluar el incremento de aberraciones cromosdmicas tipo cromatida (23)
adicionando cafeina al final del cultivo celular para liberar el bloqueo en G2 y permitir que las
células dafiadas lleguen a la mitosis para poder ser analizadas.

Ensayo G2: Se realizé un cultivo de sangre periférica en medio RPMI 1640 suplementado con
suero fetal bovino (SFB) y fitohemaglutinina. A las 66-68 horas fueron expuestas al
radiomimético. Luego se dividié el cultivo en dos tubos, a uno se le adicioné 200 microlitros de
cafeina quedando una concentracién final 4 mM y pasadas 8 horas se recolectd la muestra
habiendo colocado 100 plL de Colcemid cuya concentracidn stock es de 10 pg/mL. Luego se
realizaron preparaciones que fueron tefiidas con el colorante fluorescente DAPI para su analisis

microscépico (21).

DEFINICIONES ESPECIFICAS DE EXPOSICION Y RESULTADOS

Grupo control: linfocitos no expuestos a bleomicina in vitro, extraidos de sangre periférica de
mujeres voluntarias.

Grupo tratado: linfocitos expuestos a bleomicina in vitro, extraidos de sangre periférica de

mujeres voluntarias.

11



Técnicas para la recoleccion de datos
Microscopia 6ptica de epifluorescencia para analizar y contabilizar aberraciones cromosémicas
de tipo cromatida teiiidas con el fluorocromo DAPI.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y procesamiento de muestras

2.1 Cultivo de linfocitos:

Se extraen 4 mL de sangre periférica en el Hospital de Clinicas, Montevideo Uruguay y se envian
en tubos de heparina sddica de 10 mL, en condiciones ambientales, al laboratorio de
Radiobiologia del Dpto Biofisica de la Facultad de Medicina, donde se reciben una hora después
de la extracciéon. Cada muestra de sangre se cultivd en 2 tubos diferentes, 1mL de sangre por
tubo. A cada tubo se le agregd 9 mL de medio RPMI 1640, 1 mL de suero fetal bovino y 140 uL
de fitohemaglutinina. Todas las muestras se dejaron en incubadora de CO2 durante 72 hs.

2.2 Tratamiento:

Posterior a las 72 horas del cultivo, cada muestra se divide en 2, por lo que se cuenta con cuatro
tubos: dos controles y dos tratados con bleomicina. Se agrega cafeina (100 mM, 1.942 g/100ml
PBS, RT) a uno del grupo control y a uno del grupo tratado. Luego se detiene la mitosis en
metafase utilizando 100 uL de colchicina en una concentracién de 10 ug/mL.

2.3 Cosecha y preparacion de extendidos:

Luego del tiempo de espera del tratamiento, se centrifuga y se retira sobrenadante para
posteriormente dejarlo por 20 minutos a temperatura ambiente con KCl frio 0,075M, colocando
luego 8 mL en cada tubo. Se realiza la prefijacidn, adicionando 2 mL de fijador universal (solucién
3:1 - tres partes de metanol y una de acido acético). Se centrifuga durante 10 minutos a
1200rpm, posteriormente se elimina el sobrenadante. Luego se vuelve a centrifugar y sacar
sobrenadante. Se realizan tres fijaciones en total, repitiendo lo antes mencionado.

Para realizar el extendido celular, se limpia el portaobjetos con alcohol etilico al 70%, luego se
coloca en un coplin con metanol al 70% para realizar los preparados. El siguiente paso es retirar
el sobrenadante y con una pipeta Pasteur resuspender. Se toma una muestra y se coloca en un
portaobjetos. A continuacidn, se flambea la muestra sobre un mechero y finalmente se etiqueta
cada preparado y se deja secar.

2.4 Tincidn:

Para la tincion de los preparados, se coloca DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) a una
concentracién de 1,5 pg/mL sobre los portaobjetos, cubriéndolo posteriormente con un

cubreobjetos.
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3.0bservacion al microscopio:
Una vez obtenido el preparado se procede a visualizar las metafases mediante un microscopio
de fluorescencia y el uso del sistema de andlisis Metafer4, que identifica las metafases en las

cuales se contabilizan las aberraciones cromosdmicas de tipo cromatidas.

Plan de analisis

El andlisis de las aberraciones cromosdmicas de tipo cromatida implica la observacion directa
al microscopio éptico invertido de epifluorescencia. Se utilizé un equipamiento de andlisis
automatizado, Metaphase Findern de MetaSystems, con el objetivo de incrementar la
sensibilidad del ensayo para la determinacién de la radiosensibilidad.

Se estudia la radiosensibilidad mediante la visualizacion y el conteo de aberraciones
cromosdmicas, comparando los grupos a los que se les aplicéd radiomiméticos sin cafeina con los
grupos control correspondientes sin cafeina. Ademas, se comparan los grupos tratados y
control con cafeina. Por otra parte, se realiza el calculo del indice de radiosensibilidad por

donante, el cual surge a partir de la siguiente férmula (23):

TratadosSC

=— X
IRS TratadosCC

100

Analisis estadistico

Una vez registrados los datos, se designan en las correspondientes tablas de grupos tratados y
control (con y sin cafeina) y se analizan en el software IBM SPSS Statistics.

Se estudiod la normalidad con la prueba Shapiro-Wilks adaptada a un tamafio de muestra de 8
donantes. Dado que los datos no siguen una distribucion normal se utilizd un test no
paramétrico de suma de rango, Wilcoxon, para muestras pareadas.

En cuanto a los graficos comparativos por grupos, los mismos se realizaron en base al promedio
de las aberraciones cromosdmicas de cada donante ya que experimentalmente no se logré

contabilizar el mismo nimero de metafases.

RESULTADOS:

Formacion de aberraciones cromosdmicas en grupo control y tratado sin cafeina.

Mediante la contabilizacién de aberraciones cromosémicas, se obtuvo la media para cada
donante, siendo representadas en la Figura 4 para los grupos expuestos y no expuestos a

radiomiméticos sin cafeina.
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Las medias de mayor valor se obtuvieron en los grupos tratados, obteniendo diferencias

interindividuales.

El minimo valor de media en el grupo control se observé en la donante 1, con una media de 0.04,
mientras que el maximo valor dentro del mismo grupo, se encuentra en la donante 6 con una

media de 0.66.

Por otra parte, el valor minimo de media en el grupo tratado se observd en la donante 8, con
una media de 0.56, mientras que el valor maximo se encontrd en la donante 5 con una media

de 1.94.

Se valord la significancia estadistica mediante un test no paramétrico y se identificé en la Figura

4, cudl de las donantes no presenté una diferencia estadisticamente significativa.

CIcontrolSC
[ TratadoSC
200
150
o
©
E _ —
e —
E
QO 100
<<
o
=z
0,50
. | ] 1
1 2 3 4 5 6 1 8
Donante
Figura 4. Analisis de medias de las aberraciones cromosomicas (AC) entre los grupos control y tratados sin cafeina (SC) por
donante.

(*) no estadisticamente significativo.

Formacion de aberraciones cromosomicas en grupo control y tratado con cafeina

Al igual que se detall6 en el apartado anterior, se contabilizaron las aberraciones cromosémicas
por metafase (Figura 5) para obtener la media de cada donante.

En la Figura 6 se observd un aumento de la media en los grupos tratados en comparacion con el
control. Asimismo, las medias de ambos grupos son mayores que las mencionadas en el grupo

anterior (grupos tratado y control sin cafeina).
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El minimo valor de media en el grupo control se observd en la donante 5 con un valor de 0.25,
mientras que la media de valor maximo en el mismo grupo, se encuentra en la donante 6 con

una media de 0.96.

Por otra parte, el valor minimo de media en el grupo tratado se observo en la donante 8 con una
media de 1.12, mientras que el valor maximo se encontrd en la donante 5 con una media de

4.54.

Se utilizd un test no paramétrico que determind la existencia de diferencias estadisticamente

significativas entre las donantes.

Figura 5. A. Metafase control con cafeina. B. Metafase expuesta a radiomiméticos con cafeina donde se

observan aberraciones cromosémicas (flechas)

[ eontrolce
[ TratadoCC

N°ACImetafase

DN el il BN = nl =

1 2 3 4 5 6 7 8

Donante

Figura 6. Analisis de medias de las aberraciones cromosomicas (AC) entre los grupos control y tratados con cafeina
(CC) por donante.
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Formacion de aberraciones cromosdmicas en grupo tratado sin cafeina y tratado con cafeina.

En la Figura 7, se representan los tratados con y sin cafeina. La diferencia de las apariciones de
aberraciones cromosdmicas se evidencid de forma tal que la media mdaxima del tratado con
cafeina duplica el valor de la media maxima del tratado sin cafeina, correspondiendo a 4.54 y
1.94 respectivamente.

Por otra parte, se evidencié que las medias minimas de los grupos tratados con y sin cafeina,
también difieren, ya que las medias minimas correspondena 1.12 y 0.58 para los grupos tratados
con cafeina y sin cafeina respectivamente.

Mediante el analisis estadistico se determiné de manera individual cual de las donantes no tuvo
una diferencia estadisticamente significativa entre sus propias muestras, esto se ilustra en la
Figura 7.

Con el andlisis estadistico se contrastaron los diferentes grupos y se comprobé que, para un alfa

de 0.05, existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos estudiados.

[ITratadoSC
500 | [ TratadoCC

4,00
3,00 |
2,00 |

1,00 | ’

0,00

Frecuencia de AC

1FILIFF

1 2 4 5 6% 7 8

Donante

Figura 7. Analisis de frecuencia de aberraciones cromosamicas (AC) entre los grupos tratados sin (SS) vy con cafeina (CC).
(*) no estadisticamente significativos.

Indice de radiosensibilidad.

Se utilizé el ensayo G2 (23) para estandarizar el calculo de la radiosensibilidad individual y a
partir de los datos obtenidos se calculé el indice de Radiosensibilidad.

Sobre la base de la distribuciéon observada de los resultados individuales, el indice de
Radiosensibilidad medio fue de 48.63 (desvio estandar de 22.5).
El indice de radiosensibilidad establece los siguientes parametros; “radioresistente” (0-30%),
“normal” (31-50%), “radiosensible” (51-70%) e “hiper radiosensible” (71-100%) segln el ensayo

estandarizado G2 (23). En el estudio se obtuvieron los siguientes resultados de las donantes: 1
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hiper radiosensible, 1 radiosensible, 5 dentro del rango normal y 1 radioresistente (Figura 8). El

porcentaje de donantes por grupo se observa en la Figura 9.

50

40

Radiosensible
Hiper
radiosensible

30

Radioresistente

Frecuencia (N)

20

00

IRS
Figura 8. Distribucion de datos para valores del indice de Radiosensibilidad (IRS)

CJRadioresistente
CINormal
[CJRadiosensible

B Hiper radiosensible

Figura 9 Distribucién de donantes segun las cuatro clases del IRS.
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DISCUSION:

Los datos de este estudio indican que la radiosensibilidad es comprobable y cuantificable
mediante la intervencidn sobre el ciclo celular en el checkpoint de G2, con la consiguiente
formacion de aberraciones cromosdmicas tras la exposicidon a un genotdxico de tipo
radiomimético (Bleomicina). En relacidn al analisis de datos, se logra evidenciar que todas las
muestras expuestas al radiomimético presentan mayor formacién de aberraciones
cromosoémicas, en comparacion con las no expuestas para cada donante. Es importante aclarar
que no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para la comparacion de
muestras sin cafeina en las donantes 7 y 8 (Figura 4); en el resto de las comparaciones si se
obtuvieron diferencias significativas. En base a esto podemos decir que se observan resultados
acordes con la evidencia cientifica, la cual sostiene que la exposicidon a radiacidn es determinante
de la formacion de aberraciones cromosdmicas (23).

Del andlisis de datos de las muestras expuestas a radiomiméticos con y sin cafeina se evidencia
que la exposicién a cafeina permite la visualizacién de la formacién de aberraciones
cromosémicas al inhibir el checkpoint de G2, lo que se refleja en las medias de los grupos
tratados. Esto se debe a que el ciclo celular no se detiene para realizar la reparacion del dafio
inducido.

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de muestras
tratadas con radiomiméticos con y sin cafeina para las donantes 2 y 6 (Figura 7), mientras que
en el resto de las donantes si se obtuvieron. Pese a esto, al comparar la diferencia del total de
muestras expuestas con y sin cafeina si fueron significativas, resultado acorde con el estudio del
“G2-checkpoint abrogation in irradiated lymphocytes” (23).

La exposicion a la radiacion genera la doble rotura de la molécula de ADN y el conteo a nivel de
rotura de cromatidas (hebra simple de ADN) evidencia el efecto del control interno que
proporciona el punto de control de G2 al compararlo con el grupo expuesto a radiacién sin la
inhibicién de G2 (24). Sin esta inhibicidn las células irradiadas pueden entrar en apoptosis,
muerte celular o acumular mutaciones con posibilidad de desarrollo de neoplasia, resultados
dependientes de los efectos biolégicos estocdsticos o probabilisticos de las radiaciones
ionizantes (25).

Otros estudios como "Individual Radiosensitivity in Oncological Patients: Linking Adverse Normal
Tissue Reactions and Genetic Features" revelaron la existencia de una relacién entre la
radiosensibilidad y cdmo esta se ve influenciada por factores enddgenos: edad, reparacion del

ADN, dieta y estilo de vida y factores exdgenos: toxicidad de radiacién clinica y aberraciones
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cromosémicas. El estudio realiza énfasis en la relacidn entre la via apoptodtica y la toxicidad
generada a partir de un ensayo de linfocitos T. Estas vias influyen en la sensibilidad a la
guimioterapia y supervivencia celular, por lo cual este estudio revela otras implicancias dentro
de la radiosensibilidad, como la expresién aumentada de tres genes, BBC3, FDXR y GADD45A,
asociados a la via apoptadtica (11).

El gen ATM, juega un rol fundamental en la respuesta al dafio del ADN, la apoptosis y en la
supresiéon de tumores. Sin embargo cuando las células neopldsicas logran sortear este punto de
control, la sefializacién de ATM puede conducir a la supervivencia del cancer, la formacion de
metdstasis y la quimio y radiorresistencia. (26)

La ataxia telangiectasia es una enfermedad causada por un cambio en el gen ATM lo cual lleva a
una inestabilidad gendmica que causa mayor sensibilidad al cancer y mayor incidencia de
radiosensibilidad (27), por ello dicha poblacidn ha sido sujeto de estudio en las investigaciones

de este tema.

En relacién al estudio del indice de radiosensibilidad de las muestras obtenidas, se observan
diferencias en la radiosensibilidad de las donantes (Figura 8). Por lo que podemos demostrar la
existencia de radiosensibilidad interindividual en las donantes del estudio ya que se observa un
mayor porcentaje de muestras en el rango considerado "normal", comparando con los
extremos, radiosensible o radiorresistente (Figura 9), lo que coincide con lo evidenciado en la
literatura cientifica(23).

A su vez, la comparacidn de los conteos entre estos grupos, permite establecer el indice de
radiosensibilidad individual, que establece que a mayor IRP (Parametro Individual de
Radiosensibilidad) mayor sera la radiosensibilidad (24).

Limitaciones

Debido al tamafo de la muestra y que en varios casos los resultados no fueron estadisticamente
significativos, éstos no pueden ser extrapolados a nivel poblacional, por lo que se sugiere la

realizacion de otro estudio experimental con un tamafio de muestra mayor.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con este estudio experimental in vitro se evidencié que la exposicién a un radiomimético
(Bleomicina) aumenta la aparicion de aberraciones cromosdmicas de tipo cromatida en los
linfocitos cultivados y que la frecuencia de aberraciones por célula es aun mayor en aquellos
que presentan el checkpoint de G2 inhibido por la exposicion a cafeina.

Mediante el estudio del nivel de radiosensibilidad, se logré catalogar a cada donante en una de
las 4 categorias del indice de radiosensibilidad, comprobando la existencia de radiosensibilidad
interindividual.

En funcidon de estos resultados, seria importante realizar un estudio con una muestra
representativa de la poblacion Uruguaya para obtener datos que puedan extrapolarse
estadisticamente.

Asimismo, los datos de un estudio mayor, podrian contribuir al desarrollo de un biomarcador o
técnica de medicidn, que facilite la caracterizacion de personas radiosensibles en forma
reproducible y accesible. Lograr esta herramienta citomolecular en los sistemas de salud,
permitiria la valoracion para la generacién de pautas y esquemas de radiacidn en todas aquellas
personas que por diferentes motivos se vean expuestas a radiaciones ionizantes; por ejemplo
en la decisidon de incluir la radioterapia para el tratamiento del cdncer o derivar a cirugia
dependiendo del tipo de lesidn y riesgo a la exposicion de radiacién. Con estas medidas se toma
en cuenta la radioproteccién en la poblacién. Por otra parte, es de conocimiento la existencia
de la relacién entre la radiosensibilidad y la predisposicién al cancer, siendo de jerarquia la

identificacién de personas radiosensibles en la poblacidn (5).
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ANEXOS
Anexo 1

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONANTES

TITULO: Estudios de radiosensibilidad en linfocitos de mujeres de 20 a 40 afios de Montevideo,
Uruguay.

RESPONSABLE:
TUTORES:

Este formulario de consentimiento le brindard informacion detallada sobre las caracteristicas
del estudio, que ademas le sera explicado por los participantes del equipo de trabajo. Usted
deberd comprender el propdsito del estudio, consultando todas las dudas que le surjan, para
formarse una opinién propia y tomar la decision de participar o no. Recuerde que, aun cuando
decida participar, puede retirarse del estudio en el momento que usted desee, sin necesidad de
dar explicaciones y no tendra prejuicios ni consecuencias de ningun tipo.

OBJETIVOS DEL PRESENTE ESTUDIO

El presente estudio, tiene como objetivo estudiar el nivel de radiosensibilidad en mujeres
voluntarias de 20 a 40 afios provenientes de Montevideo, Uruguay.

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La radiosensibilidad es la respuesta de un sistema bioldgico al exponerse a la radiacién. En los
seres humanos se han observado variaciones en la frecuencia y severidad de los efectos que
presentan tras la exposicion; esto se debe a diferencias individuales en su radiosensibilidad.

El presente estudio, en el que se le propone participar, se evaluara desde el punto de vista
bioldgico el efecto de las radiaciones ionizantes sobre un tipo de sus células sanguineas, los
linfocitos.

Extraccion de la muestra de sangre

Si decide participar, debera proporcionar una muestra de 4 mL de sangre periférica que sera
obtenida mediante puncién venosa en condiciones de seguridad y por personal calificado en el
Hospital de Clinicas.

Cabe destacar que el procedimiento de extraccién no incrementara el riesgo habitual que
ocasiona la toma de muestras sanguineas durante un procedimiento de rutina, salvo algln
sangrado minimo o formacidn de pequefio hematoma en la zona de puncidn.

Asimismo, se recogeran datos sobre su edad, antecedentes de tabaquismo, consumo de alcohol

y antecedentes de enfermedad oncoldgica (cancer) que esté actualmente diagnosticada o haya
estado en tratamiento en los ultimos 10 anos
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MANEJO DE MUESTRAS BIOLOGICAS y estudios de Radiosensibilidad

Las muestras extraidas seran utilizadas exclusivamente con los fines de esta investigacidn. Las
mismas seran utilizadas en su totalidad, por lo cual, no se almacenardn luego de realizado el
estudio de radiosensibilidad. Dicho estudio se realizara en el Laboratorio de Radiobiologia de la
Facultad de Medicina, UDELAR

BENEFICIOS

El desarrollo del proyecto se enmarca dentro de una actividad de formacidn de profesionales
de la salud que completan destrezas de amplia utilidad para desarrollar su trabajo en toda la
comunidad.

Se busca conocer la susceptibilidad individual frente a la accidn de radiaciones ionizantes y de
ese modo minimizar efectos adversos no deseados en una poblacidn de pacientes que
eventualmente reciban radioterapia.

COMITE DE REVISION INSTITUCIONAL

El Comité de Etica de la Facultad de Medicina, UDELAR, ha revisado este proyecto de
investigacion y aprobado su realizacién con fecha a determinar luego de la aprobacidn por el CEl
de la Facultad de Medicina.

CONFIDENCIALIDAD DE LOS REGISTROS

Mantendremos en forma confidencial toda informacion sobre su persona. Las muestras de
sangre seran analizadas de manera andénima. La informacidon serd utilizada de manera
responsable y solamente sera conocida por los investigadores del presente estudio,
garantizando la confidencialidad de los mismos.

PREGUNTAS RELACIONADAS CON EL ESTUDIO

Por dudas respecto de la investigacion o su participacion en el presente estudio, usted podra
comunicarse con los responsables. También le proporcionamos el nombre y las referencias para
comunicarse con un integrante del equipo de investigacion: Burix Mechoso, Tel.: xxx xxx xxx

DERECHO A NEGARSE O RETIRARSE

Su participacidon en este estudio es voluntaria. Usted tiene derecho a negarse a participar, sin
que ello implique perjuicio alguno para su persona. Si decide participar en el estudio y mas
adelante cambia de opinidn, tiene derecho a retirarse cuando lo desee sin necesidad de explicar
sus motivos.

Resultados de la investigacion y derechos

Los resultados del estudio seran compartidos mediante publicaciones, congresos, etc., siempre
manteniendo el anonimato de todos los participantes. Antes de hacerlos publicos, se
compartiran con los participantes, siempre y cuando éstos lo consientan.

Ud. tiene derecho a conocer los resultados del estudio de radiosensibilidad, para lo cual debe
manifestar su voluntad de recibirlos.
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CONSENTIMIENTO DE LA DONANTE

Al firmar abajo reconozco que:

- He leido este documento en su totalidad. Se me ha brindado la oportunidad de
formular preguntas y conversar sobre los distintos aspectos del proyecto de
Investigacion.

- Estoy de acuerdo en proporcionar los datos solicitados, donar una muestra de
sangre y permitir utilizar datos anénimos sobre mi persona que puedan ser de
ayuda a la investigacién propuesta.

- Me puedo retirar en cualquier momento en que yo lo decida, sin tener que dar
ninguna explicaciéon y solicitar que mis datos o mis muestras sean destruidos.

- De forma libre y voluntaria otorgo mi consentimiento para participar en la presente
investigacion

Deseo participar en el estudio

Nombre del participante:

Firma
Cl:

Firma y aclaraciéon de firma del Testigo

Cl:

Fecha:

Firma y aclaracion de firma del participante del equipo de investigacién:

Cl:

Fecha:
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