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Actividad genotéxica de la terapia con 1'% en pacientes tratados
por carcinomas de tiroides*

J. Navarro Fernandez*, M. Alcaraz Baiios*, A. Gémez Moraga*, V. Vicente Ortega**, M. Canteras Jornada

Resumen

¢ Introduccidn: El test de micronucleos (MN) sobre linfocitos humanos irradiados con bloqueo ci-
tocinético (CB) se utiliza para valorar el dafio cromosémico y genotéxico de diferentes agentes fisicos

y quimicos.

* Obijetivo: Determinar un posible efecto genotéxico inducido por la terapia con I'3' en pacientes
con cancer de tiroides y determinar la dosis equivalente corporal total (DECT) de radiacién ionizante

que supone dicho tratamiento.

* Material y métodos: Se ha determinado la frecuencia de aparicién de MN en cultivos de lin-
focitos CB en tres grupos de individuos diferentes: 1) en 35 voluntarios sanos para establecer la fre-
cuencia espontanea de MN; 2) en 9 voluntarios supuestamente sanos para realizar las curvas dosis-
respuesta “in vitro” con radiacién gamma; y 3) en 25 pacientes que han recibido una dosis ablativa
de I'3! en el tratamiento de un carcinoma de tiroides. Se ha determinado el nGmero de MN/500 célu-
las CB previo al tratamiento y tres dias después de la administracién de 1'3'. La DECT de la terapia se
ha calculado por el nimero de MN en linfocitos obtenido a los tres dias de la administracién de 1'*!
comparada con la frecuencia de MN expuestas “in vitro” a radiacién gamma que produciria una

idéntica frecuencia de MN.

* Resultados: Se ha obtenido una relacién lineal entre la frecuencia de MN y la dosis de radia-
cion ionizante administradas “in vitro” con radiacion gamma. La frecuencia de MN tras el tratamien-
to con 1'*1(8°89 MN/500CB) es significativamente mayor (p<0.01), duplicando la frecuencia esponta-

nea (4°08/500MN) basal.

e Conclusién: La terapia con I'*" induce un incremento significativo del dafio cromosémico en los
pacientes irradiados por carcinoma de tiroides, equivalente a una dosis corporal total de 13 ¢Gy du-

rante los tres primeros dias desde la administracién terapéutica de 1''.
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Summary

* Introduction: The micronuclei (MN) test of irradiated human lymphocytes with cytogenetic
arrest (LCA) is employed to evaluate the chromosomal damage and the genotoxic effect of different
physical and chemical agents.

* Objective: To determine the possible genotoxic effect induced by I'>' therapy of thyroid cancer
patients, and to calculate the equivalent total body irradiation (TBI) of the treatment.

* Material and methods: The frequency of appearance of MN was determined in

LCA cultures from three different groups: 1) 35 healthy volunteers, in order to establish the
spontaneous frequency of MN; 2) 9 supposedly healthy volunteers to carry out in vitro dose-response
curves of gamma rays irradiated lymphocytes, and 3) 25 patients with thyroid carcinoma that had
received ablative doses of 1131 to treat the disease. The number of MN per 500 LCB before the
treatment and three days after the administration of I'3' was determined. The equivalent TBI of the
therapy was assessed by comparing the frequency of MN in lymphocytes obtained three days after
the 1'*" administration with the dose of gamma radiation necessary to produce the same frequency of
MN in in vitro irradiated lymphocytes from healthy people.

* Results: A lineal relationship was found between the frequency of MN and the dose of gamma
radiation in vitro. The MN frequency of the lymphocytes after the I'*! freatment was 8.89 MN per
500 LCA, a significantly higher figure doubling the spontaneous basal frequency of 4.08 MN per 500
LCA (p<0.01).

e Conclusion: The I'*" therapy induces a significant increase of chromosomal damage of the
lymphocytes from thyroid cancer patients receiving I'*! radiation, that has an equivalent TBI of 13

Gy during the first three days of treatment.

Key words: Radiation effects. Lymphocytes. Micronuclei. Thyroid cancer.

Introduccién

Uno de los obijetivos de la radiobiologia es el desa-
rrollo y aplicacién de ensayos que sean capaces de
determinar las lesiones ocasionadas por la utilizacién
de la radiacién ionizante en los diversos campos de
las actividades humanas. Junto con el perfecciona-
miento de técnicas dosimétricas fisicas en exposiciones
ocupacionales, se han desarrollado también diversos
métodos biolégicos para la evaluacién individual de
las dosis de radiacién absorbidas. Estos indicadores o
dosimetros biolégicos se basan en la existencia de dis-
tintos niveles de alteraciones inducidas por la radia-
cién en la organizacién biolégica, tanto a nivel mole-
cular como a nivel subcelular, celular, tisular e incluso
a nivel orgénico'.

El test mayoritariamente aceptado desde hace algu-
nos afios es el andlisis de las aberraciones cromosémi-
cas (en anillo y dicéntricas) en linfocitos de sangre pe-
riférica, estimulados in vitro para entrar en actividad
mitética 3. Sin embargo, la dosimetria cromosémica
tiene sus limitaciones, sobre todo en la evaluacién de
la dosis en exposiciones crénicas; la estimacién de la

dosis se complica por la vida limitada de los linfocitos
y, por tanto, por la eliminacién continua del dafio cro-
mosémico radioinducido. Por otra parte, el tiempo ne-
cesario para estudiar un nimero estadisticamente sufi-
ciente de células en metafase, asi como la necesidad
de personal entrenado y experimentado en su lectura,
lo hace irrealizable en numerosas ocasiones y justifica
la bosqueda de métodos alternativos, mas rapidos, ba-
ratos y sensibles, que tengan una resolucién compara-
ble a la del andlisis directo de las aberraciones cromo-
sémicas*? . Entre estos métodos se encuentran las téc-
nicas de hibridacién con fluorescencia in situ'®, medi-
da de la condensacién prematura de los cromoso-
mas'!, la técnica del intercambio de crométidas her-
manas'? o la induccién de microntcleos en linfocitos
con bloqueo citocinético®.

Hace mas de tres décadas que Fliedner (1964) des-
cribié la primera induccién de micronicleos (MN) tras
una exposicién a neutrones y radiacion gamma “in vi-
vo”. Desde entonces distintos autores han descrito la
aparicién de MN en diferentes situaciones normales y
patolégicas'® 14 15, Durante los Gltimos afios se ha des-
crito que el test de determinacién de micronicleos en los
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linfocitos de sangre periférica con bloqueo citocinético
es un indicador biolégico en casos de exposiciones a
radiaciones ionizantes'4161? sobre todo, tras las Gltimas
modificaciones técnicas que recomiendan el estudio de
los MN tras la primera divisién mitética® 720,21,

El método de bloqueo citocinético (BC) en el cultivo
de linfocitos humanos irradiados, obtenidos de sangre
periférica descrito por Fenech y Morley (1985), con
sus modificaciones posteriores?* ?° se considera el me-
jor test de microntcleos con fines de determinacion de
las dosis de radiacién absorbida? 7: %1521, 2628 en |as
exposiciones parciales o corporales totales, en sobre-
exposiciones accidentales, e incluso en exposiciones
de diagnéstico médico'”- 2! 29,30,

El presente estudio pretende determinar la existencia
de un posible dafio cromosémico genotéxico en los
pacientes sometido a terapia con I'¥" por céancer de ti-
roides y evaluado mediante el test de micronicleos de
linfocitos humanos irradiados con bloqueo citocinético.

Material y métodos

Se ha determinado la frecuencia de aparicién de
microndcleos (MN) en cultivos de linfocitos humanos
con bloqueo citogenético (CB) en tres grupos de indivi-
duos diferentes:

1) Grupo I: 35 voluntarios supuestamente sanos que
permitan determinar la frecuencia esponténea de
aparicién de MN.

2) Grupo II: dos donantes supuestamente sanos con di-
ferentes dosis de radiacion gamma (0-16362 mGy),
para determinar la frecuencia de aparicién de mi-
crontcleos en el citoplasma de linfocitos binucleados
con citoplasma conservado y bloqueo citocinético
con citochalasina B (CB) utilizando un irradiacién IBL
de Cs'¥, con objeto de establecer una curva dosis
respuesta entre la dosis de radiacion gamma admi-
nistrada y la frecuencia de aparicién de MN.

3) Grupo lII: 25 pacientes de ambos sexos (3 hombres,
22 muijeres), con edad comprendida entre los 11 y
67 afos (edad media de 43 afios), a los que se les
ha realizado tratamiento ablativo de los restos qui-
rirgicos de diferentes tipos de céncer de tiroides en
el Servicio de Medicina Nuclear del Hospital Uni-
versitario “Virgen de la Arrixaca” de Murcia. Los ti-
pos de cancer tratados son los siguientes: carcino-
ma papilar (16 pacientes), carcinoma folicular (6
pacientes), carcinoma medular (2 pacientes), carci-
noma mixto (1 paciente) (ver Tabla 1). Todos los pa-
cientes recibieron una dosis ablativa de 100 mCi de
I3 para la ablacién de restos tiroideos siendo ex-
cluidos aquellos pacientes que por indicacién de su
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enfermedad (afectacién ganglionar, metdstasis) re-
querian dosis mas elevadas. Previa a la administra-
cién de la dosis terapéutica fue confirmada la pre-
sencia de restos tiroideos tras la realizacién de una
gammagrafia con dosis bajas (3 mCi) de 1'3'.

Técnica de cultivo

A cada paciente se le han extraido 2 muestras de
sangre diferentes, para la determinacién independien-
te de la frecuencia de microntcleos que presentan:

a) muestra I: extraida antes de administrar la dosis
ablativa de 1'*' y que permite establecer la frecuencia
de MN del paciente previa a la administracion de 131,

b) muestra II: extraida al paciente en el momento de
su alta hospitalaria, coincidiendo con el tercer dia
post-administracién de 1'3' y que corresponde al tiem-
po de permanencia del paciente en el hospital, tras la
administracién del '3,

Las muestras sanguineas obtenidas de las venas de
la flexura del codo se trasvasaron a tubos estériles que
contenian cada uno de ellos 0,2 ml de heparina sédi-
ca al 5% (Roger, Barcelona).

TABLA |
Caracteristicas de los pacientes en terapia
metabélica
Paciente Edad Sexo Tipo de cancer
1 59 Varon medular
2 30 Mujer medular
3 53 Mujer papilar
4 64 Mujer folicular
5 53 Muijer papilar
6 67 Mujer folicular
7 18 Mujer papilar
8 49 Mujer papilar
9 37 Mujer papilar
10 49 Mujer papilar
11 37 Mujer mixto
12 49 Mujer papilar
13 52 Mujer folicular
14 25 Mujer papilar
15 49 Mujer papilar
16 57 Mujer papilar
17 24 Mujer folicular
18 40 Mujer papilar
19 36 Mujer papilar
20 47 Mujer folicular
21 32 Varén papilar
22 56 Mujer papilar
23 11 Varén papilar
24 45 Mujer papilar
25 37 Mujer folicular
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Las muestras de sangre, de cada paciente, se han
cultivado por duplicado en las condiciones descritas
por FENECH y MORLEY (1983) y FENECH (1993). Se
cultivé 1 ml de sangre, a 37°C y 5% C02, durante 72
h en 9 ml de medio F-10 (Gibco, Madrid) suplementa-
do con un 15% de suero bovino fetal (Sigma, Madrid),
1,6% de fitohemaglutinina (Sigma, Madrid) y el 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma, Madrid). A las 44 h
del inicio del cultivo se afiadia citochalasina B (Sigma,
Madrid) a una concentracién de 3 mg/ml. A las 72 h
los linfocitos se trataron con solucién hipoténica (KCI,
0,075 M) durante 3 minutos y se fijaron usando meta-
nol:écido acético (3:1). Las preparaciones se dejaron
secar en corriente de aire suave y se tifieron con May-
Grinwald y Giemsa.

Las muestras “in vitro” para la obtencién de la curva
dosis-respuesta se han irradiado en un irradiador de
muestras sanguineas Irradiador IBL de Cs-137 , con
una actividad de 1700 Ci y que produce una exposi-
cién constante de 302 mGy/sg. Las diferentes dosis de
exposicién empleadas se obtuvieron mediante la modi-
ficacién del tiempo de exposicion, Gnico factor que
permite variar dicho aparato.

En todos los casos se ha contado con la autoriza-
cién expresa de los pacientes para la donacién de 10
ml de sangre y su empleo especifico en la presente in-
vestigacion.

Recuento de micronicleos

El andlisis microscépico se ha llevado a cabo indivi-
dual e independientemente por dos lectores diferentes
y ha consistido en la determinacién de la frecuencia
de aparicién de MN en el citoplasma de 500 células
binucleadas bloqueadas citocinéticamente (MN/500
CB). Se ha utilizado un microscopio éptico LABORLUX
12 (Leitz, Alemania), utilizando sistemdticamente una
magnificacién de 1000x.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico ha consistido en comparacio-
nes entre grupos realizando contrastes de igualdad de
medias mediante andlisis de varianza. Se han determi-
nado ecuaciones mediante andlisis de regresién y co-
rrelacién polinémicas. También se han aplicado anéli-
sis de regresion y correlacion lineales. Se han conside-
rado estadisticamente significativos cuando se ha obte-
nido una (p<0.05).

La DECT tras la terapia con I'3' se ha calculado a
partir del nimero de micronicleos presentes en 500
CB de los pacientes irradiados a los 3 dias de la admi-
nistracién de la dosis de I'*' y comparada con la dosis

de radiacién gamma expuestas “in vitro” que produci-
ria una idéntica frecuencia de microntcleos en 500 cé-

lulas binucleadas (WATANABE, 2000).

Resultados

Se ha obtenido una relacién dosis-respuesta lineal
(D=a+b.y) entre la dosis de radiacién administrada y
la frecuencia de MN en donde D es la dosis de radia-
cién gamma en mGy; y el numero de MN en células
con blogueo citocinético y a y b dos coeficientes de
ajuste cuyos valores en nuestro estudio son de a= -
429,54 y b = 64,37 (ver Tabla II; Fig.1).

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en
los pacientes irradiados por actividades terapéuticas
en medicina nuclear muestra que en 21 de los 25 pa-
cientes estudiados se ha puesto de manifiesto un au-
mento de MN tras la administraciéon de '3l
(85%:21/25), y en los que se aprecia aumento esta-
disticamente significativo (p<0.01) respecto de las
muestras controles obtenidas antes de la irradiacién.
La frecuencia de MN tras el tratamiento con '3'l ( 4.08
MN/500 CB; 0.008 MN/CB) ha duplicado la frecuen-
cia espontdnea basal (8.8 MN/500CB; 0.0176
MN/CB). La edad y el sexo de los pacientes no pre-
sentan diferencias significativas (ver Tabla II). La DECT
determinada en este grupo de pacientes es 136.916
mGy cuando se realiza la comparacién con las fre-
cuencias deferminadas “in vitro” para las mismas do-
sis de radiacién gamma.

Discusion

Durante los Gltimos 50 afios el tratamiento con yodo
radiactivo se ha considerado como un tratamiento vé-
lido y efectivo de diferentes enfermedades tiroideas ta-
les como el hipertiroidismo y el tratamiento oncolégico
del céncer bien desarrollado®' 32, Junto con estos efec-
tos beneficiosos, pueden producirse algunos efectos
colaterales indeseables, al exponerse a la radiacién
ionizante otros tejidos normales y sanos®' 3. En el hi-
pertiroidismo se han descrito como complicaciones
mas frecuentes la tiroiditis radioinducida y el hipotiroi-
dismo permanente®'. En el cancer de tiroides, el trata-
miento con yodo radiactivo se administra tras la tiroi-
dectomia total o parcial, y dado que las dosis de yodo
radiactivo son mayores, las complicaciones descritas
suelen ser mas diversas y frecuentes. Los efectos adver-
sos agudos mdas comunes tras la terapia con yodo ra-
diactivo son: tiroiditis radioinducida, sialoadenitis,
aparicién de diferentes sintomas gastrointestinales, al-

43



J. L. Navarro y cols.

TABLA I

Induccion de Microndcleos (MN) en muestras no irradiadas (l) e irradiadas (l)

Muestra | Muestra ll
Paciente Cel. Contadas Cel. Positivas Total MN Cel. Positivas Total MN
1 500 5 5 13 13
2 500 4 4 12 12
3 500 4 4 7 7
4 500 3 3 12 12
5 500 3 3 10 10
6 500 4 4 8 8
7 500 3 3 11 11
8 500 4 4 10 10
9 500 3 3 7 7
10 500 2 2 9 9
11 500 7 7 10 10
12 500 5 5 4 4
13 500 5 5 9 9
14 500 3 3 9 9
15 500 4 4 5 5
16 500 6 6 7 7
17 500 3 3 6 6
18 500 5 5 6 6
19 500 2 2 7 7
20 500 5 5 8 8
21 500 5 5 8 8
22 500 5 5 13 13
23 500 5 5 12 12
24 500 3 3 8 8
25 500 4 4 9 9

teraciones gustativas, disminucién transitoria de la ac-
tividad de la médula ésea, e incluso la aparicién de
leucemia® 3% 33, Ocasionalmente también se han des-
crito disfunciones gonadales reversibles en estos pa-
cientes®® ¥. Desde un punto de vista radiolégico dife-
rentes autores han determinado que la terapia con yo-
do radiactivo puede producir una pérdida del tiempo
de vida esperado algo menor del 1% en los pacientes
tratados?.

También se ha descrito la posibilidad de induccién
de un segundo tumor y del dafio genético inducido por
el tratamiento de radioyodo®? 3% %, El interés de este
posible efecto carcinogenético inducido por el yodo
radiactivo ha aumentado tras apreciarse un gran in-
cremento de cancer de tiroides en las poblaciones in-
fantiles de Ucrania tras el accidente nuclear de Cher-
nobyl, y que se ha atribuido a la dispersién atmosféri-
ca y contaminacién del medio ambiente con yodo ra-
dioactivo®® 1.

Ademés, diferentes estudios epidemiolégicos ponen
de manifiesto que diferentes tipos de tumores sélidos se
relacionan con la administracién del yodo radiactivo
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administrado en el tratamiento del hipertiroidismo y del
céncer de firoides. Se ha descrito un aumento en el ries-
go de incidencias de leucemias*? y cancer de vejiga®?, y
de cancer de colon®®. En contraposicién, dos estudios
realizados sobre una poblacién considerable no mues-
tran ningdn incremento significativo en las incidencias
de leucemias en estos pacientes*> 44, ni tampoco un au-
mento de la frecuencia de aparicién de un segundo tu-
mor en los mismos pacientes. Recientemente un estudio
sobre la mortalidad de céncer tras tratamiento con yodo
radiactivo en adultos hipertiroideos pone de manifiesto
que no se observa tampoco ningdn incremento en la
mortalidad de los pacientes tratados con ['3! 4,

En este ambiente, existen numerosos estudios epide-
miolégicos que realizan una estimaciéon del riesgo de
céncer y que monitorizan las poblaciones expuestas a
carcinégenos y agentes genotéxicos con diferentes ob-
jetivos, pretendiendo esclarecer los diferentes mecanis-
mos de carcionogénesis*’- “6. Entre éstos 0ltimos, los
ensayos citocinéticos sobre los linfocitos de sangre pe-
riférica son los mas utilizados (tales como aberracio-
nes cromosémicas, andlisis de crométides hermanas o
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Fig. 1. Curva dosis-respuesta “in vitro” irradiadas con radia-
cién gamma: a) Curva obtenida; b) Relacién lineal deter-
minada.

micronicleos) para detectar el dafio cromosémico y
genotéxico inducido por los diferentes agentes*?: 5. 33,
Los mds recientes estudios sugieren que el incremento
del ntmero de estas alteraciones cromosémicas fre-
cuentemente podrian predecir un incremento del ries-
go de aparicién de un cancer en los individuos porta-
dores®' 52, Si bien, dichos ensayos no nos permite sa-
ber con exactitud los efectos biolégicos que podrian
derivarse directamente del incremento de las alteracio-
nes cromosémicas observadas®'- %2,

Los resultados obtenidos en nuestro estudio ponen
de manifiesto una relacién dosis-respuesta lineal del
incremento de aparicién de microntcleos en los pa-
cientes tratados por céncer de tiroides; y vuelve, por

MN/500 CB

Antes Después
4,08 8,8

[omMN/500 CB

Tratamiento con Yodo radiactivo

Fig. 2. Pacientes irradiados con la terapia de I'3': Resultados
obtenidos antes de la irradiacién y a los tres dias de la
administracién del radioiodo.

tanto, a reforzar el criterio de validez del test de mi-
cronicleos como un buen indicador del dafio cromo-
sémico inducido por la exposicién humana a radia-
cién ionizante. Del mismo modo que nosotros, otros
estudios citogenéticos realizados en pacientes que han
recibido yodo radiactivo han descrito aumentos signifi-
cativos de aberraciones cromosémicas® 54 55 y de mi-
cronicleos3? 38 5659,

Se ha descrito que él nGmero de micronicleos deter-
minados en la sangre de pacientes tratados con yodo
radiactivo seria mas alta en la primera semana de la
administracién del mismo, y que podrian permanecer
elevados durante aproximadamente el primer afio,
perdurando incluso hasta 3 afios coincidiendo con la
vida media estimada del linfocito en sangre periférica.
Posteriormente, al desaparecer el linfocito, también de-
sapareceria la posibilidad de la expresion del dafio
que permanece latente en el linfocito expuesto a radia-
cién ionizante®® 6138, OTTOSEN vy cols.,*2 han descrito
que los linfocitos podrian dividirse en dos grupos dife-
rentes atendiendo a la duracién de su vida: a) una pe-
quefia parte tendria una supervivencia de solo de 3 o
4 dias; b) la mayor parte sobreviviria de 100 a 200
dias. Para NORMAN y cols.®? la vida media de los lin-
focitos en una mujer hematolégicamente normal es de
530 dias. Asi pues, la vida media de los linfocitos pa-
rece ser muy variable, aunque puede existir un interva-
lo de 6 a 20 meses (media de 11.8), y que por tanto
corresponderia al periodo en donde la lesién podria
ser detectada mediante este test. Ello implicaria que el
test de micronicleos no deberia ser empleado como
dosimetro biolégico mas allé de un afio desde la ex-
posicion al radio yodo.
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La cinética de desaparicién del numero de micront-
cleos “en exceso” tras la exposicién genotdxica no es-
ta clara4. Se ha infentado explicar mediante diferentes
mecanismos como la muerte celular de los linfocitos le-
sionados, el réapido desplazamiento por linfocitos no
lesionados, e incluso también, mediante mecanismos
de reparacién celular del dafio inducido®. Incluso, re-
cientemente, se ha intentado poner de manifiesto una
respuesta adaptativa del organismo frente a la induc-
cién de microndcleos con radiaciones ionizantes?.

Actualmente se cree en la posibilidad de que un in-
cremento en el nivel o nimero de dlteraciones cromo-
sémicas puede indicar un incremento en el riesgo de
padecer cancer®! . Por ello, algunos autores resaltan
que estos estudios deberian se cuidadosamente consi-
derados en la evaluacién de un posible dafio genético
tras la terapia con radioiodo. Sin embargo, los resulta-
dos de ofros estudios epidemiolégicos que se han pu-
blicado?4#¢ indican que estas alteraciones cromosémi-
cas no tienen necesariamente que ir asociadas con un
incremento demostrado de riesgo de cancer. Por ello,
aun cuando el test detecta un incremento de la fre-
cuencia de MN, y por tanto, incremento en el dafio
cromosémico de los pacientes, queda por determinar
cuales podrian ser las consecuencias biologicas reales
en cuanto al riesgo de padecer una lesién tardia, y
que estarian sin establecer todavia. Con todo, lo que
se pone de manifiesto es que, al menos, una de las po-
sibles vias de produccién, como es el incremento de
las lesiones del material genético, esta claramente re-
lacionado con el tratamiento de radiociodo realizado.

Conclusion

La terapia con 1'¥" induce un incremento significativo
del dafio cromosémico en los pacientes irradiados por
carcinoma de tiroides, equivalente a una dosis corpo-
ral total de 13 cGy al menos durante los tres primeros
dias de la administracién terapéutica del radiciodo.
Asi se demuestra una via de induccién de céncer ra-
dioinducido, aunque queda por establecer la impor-
tancia de las consecuencias biolégicas de este proce-
s0.
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