Evolucion del uso de las radiaciones

ionizantes en investigacion biomedica
M*T. Macias

El trabajo presenta la evolucién, como proceso de cambio, en el uso de las
radiaciones ionizantes en investigacion biomédica, reflejando el consumo
de radioisétopos en los 20 ultimos afos en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de Madrid “Alberto Sols”, indicando los motivos del cambio

habido.

Se describen, a continuacion, las técnicas radioisétopicas aplicadas
en la actualidad, y se propone el uso futuro de los radioisétopos en
investigacion biomédica, destacando la relevancia que las técnicas de
imagen molecular tendran en este ambito cientifico.

This article presents the evolution, as a change of process, with the
use of radioactivity in biomedical research, showing the consume of
radioisotopes during the last 20 years indicating the evidences of these

changes.

The radioisotopic techniques applied at the present are described, and
the future use of the radioisotopes in biomedical research is proposed,
emphasizing the importance that the Molecular Imaging Techniques will

have in this scientific area.

INTRODUCCION

La investigacién biomédica es un 4m-
bito multidiciplinar en el que parti-
cipan diferentes disciplinas como la
biologia, medicina, quimica, fisica,
bioinformatica. Uno de sus objetivos
fundamentales es conocer las altera-
ciones moleculares, base de numero-
sas enfermedades [1]. Como conse-
cuencia, a comienzos del siglo XXI la
medicina esta adoptando una aproxi-
macién molecular para el diagndstico
y tratamiento de la enfermedad [2].

Las radiaciones ionizantes y la bio-
logia han caminado juntas desde el
descubrimiento de los rayos X por
Roentgen en 1896 [3], produciéndose
un cambio importante en la inves-
tigacion biolégica y médica desde
que el sincrotén de E. Lawrence en
Berkeley empez6 a producir isotopos
radiactivos mediada la década de los
afos treinta, [4]. Entre los afios 1945
y 1956 hubo un impacto masivo del
uso de radioisétopos en investigacién
biolégica, creciendo el nimero de
estudios radiactivos en un porcentaje
significativo [4].

Desde sus primeras aplicaciones las
técnicas radioisétopicas han sido un
componente integral en el desarrollo de
la biologia molecular, proporcionado
elevada sensibilidad y coste reducido

[5]. Las ventajas derivadas del uso de
los radioisétopos artificiales en estas
aplicaciones estan ampliamente descri-
tas en la literatura cientifica [5-9].

Sin embargo, el uso de los radiosi-
s6topos como herramienta bésica en
las técnicas de bioquimica y biologia
molecular comenz6 a decaer al final del
milenio, siendo sustituidos por com-
puestos fluorescentes y luminiscentes
que han dado lugar a métodos alterna-
tivos de marcaje no radiactivo [9].

En la actualidad, el marco norma-
tivo, la disposicion de guias técnicas,
la implementacién de las medidas de
proteccion radiolégica y la formacion
apropiada, han permitido reducir
considerablemente los riesgos deri-
vados de las técnicas radiois6topicas
[5], pero contintian estando presen-
tes. Este hecho impulso en la dltima
década del siglo XX, el desarrollo de
técnicas alternativas no radiactivas
(fluorescencia, quimiofluorescencia y
quimioluminiscencia).

Las técnicas no radiactivas pueden
proporcionar igual precision y sen-
sibilidad que las técnicas radioisoto-
picas, permitiendo evitar los riesgos
radiol6gicos, aumentar la seguridad,
reducir el coste derivado de las me-
didas de proteccién, y obtener resul-
tados con mas rapidez que las técni-
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cas radioisétopicas. Como ejemplo,
se pueden citar las técnicas de hibri-
dacion. El tiempo de marcaje de una
sonda radiactiva oscila entre 5 min
y 3 h frente a los 30 min que se nece-
sitan para un marcaje no radiactivo.
Por otra parte, el tiempo de deteccién
también presenta diferencias signi-
ficativas, siendo de una hora a una
semana en el caso de marcaje radiac-
tivo frente a 1 a 3 h en el caso de no
radiactivo.

Este articulo presenta la evolucion,
entendida como proceso de cambio,
en el uso de radioisétopos en los dlti-
mos 20 afos, en investigacién biomé-
dica, presentando técnicas realizadas
con radiaciones ionizantes en la ac-
tualidad.

EVOLUCION

Para desarrollar el objetivo propuesto
en este trabajo, se ha realizado un
analisis del consumo promedio de
radioisétopos en la instalacién radiac-
tiva del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de Madrid (IIBM, CSIC-
UAM), en los dltimos 20 afios. Las
lineas generales de investigacion del
centro indicado se focalizan en torno
a la biologia del cancer, fisiopatolo-
gia endocrina y sistema nervioso,
estudios metabdlicos y procesos de
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sefializacion celular y desarrollo de
modelos experimentales de enferme-
dades humanas. Los datos presen-
tados son facilmente extrapolables,
en la actualidad, a otros centros de
investigacion biologica.

Los elementos como el fésforo, el
azufre, el carbono y el hidrégeno, son
los d&tomos mayoritarios de las molé-
culas biolégicas, por ello sus corres-
pondientes is6topos radiactivos han
sido los de mayor uso en investiga-
cién biomédica.

El *P fue uno de los primeros ra-
dionucleidos producido en un ciclo-
tron [4], ha sido uno de los més uti-
lizados en investigacion biomédica
desde sus primeras aplicaciones en
diagnoéstico y terapia en la década
de los afos cuarenta [4], hasta sus
numerosos usos en el marcaje de aci-
dos nucleicos [6,8]. Sin embargo, su
consumo, reflejado en la figura 1, co-
menz6 a disminuir en los primeros
afos de la daltima década del siglo XX,
produciéndose una notable reduccién
al final de la misma, mantenida en la
primera década del presente siglo, a
excepcion de los incrementos habidos
en los afos 2007 y 2008 debidos a la
realizacién de marcajes de cultivos
celulares con dicho radioisétopo. Los
resultados presentados en la figura 1

muestran una reduccién préxima al
98% en el consumo de *P en el tiempo
analizado.

Al final de la década de los afios
treinta el ¥S y el *C prometian con-
vertirse en trazadores ideales para los
ensayos bioquimicos [4].

El %S ha sido utilizado, entre otras
aplicaciones, para secuenciar acidos
nucleicos [9] y marcar proteinas [6,9].
Su consumo, reflejado en la figura 2,
se ha mantenido estable en el interva-
lo de 2000 MBq a 4000 MBq durante
la altima década del siglo XX hasta
los dos altimos afios, en los que se ha
incrementado su uso. Sin embargo,
durante la primera década del siglo
XXI, se observan bajadas y subidas
(hasta un 300% en 2003) anuales, au-
mentando su uso en los Gltimos afios.

El “C sintetizado por primera vez un
afio después que el °H [4], ha sido un
radioisétopo de reducido consumo en
investigacién biomédica, dado que las
técnicas realizadas con este radioisoto-
po para marcar hidratos de carbono [9]
o, de manera ocasional, proteinas [6],
generalmente, requieren bajas activida-
des. Su consumo en el periodo analiza-
do, mostrado en la figura 2, estd situado
en el intervalo de 100 MBq a 200 MBgq,
descendiendo de manera significativa
en los dltimos cinco afios.
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La produccion inicial de *H en un
ciclotréon fue consecutiva a la del ¥P
[4]. Fue utilizado en técnicas bioqui-
micas clasicas como ensayos enzima-
ticos [8] y en técnicas de biologia mo-
lecular como el marcaje de proteinas
[6] y ensayos binding [8]. Su consumo,
reflejado en la figura 2, fue estable en
el intervalo de 1.500 MBq a 3.000 MBq
hasta los ultimos afios del siglo XX,
momento en el que comienza a dismi-
nuir, observandose una significativa
reduccion préxima al 98%, como ha
ocurrido con el *P.

El ' y el ®I han sido los radio-
isétopos clasicos para marcar protei-
nas desde sus primeras aplicaciones
[4,6]. Sin embargo, una disminucién
paulatina del consumo de *I se ob-
serva en los primeros cinco afios de la
ultima década, manteniéndose su uso
reducido, con pequefias variaciones,
durante la primera década del siglo
XXI. Los datos presentados en la fi-
gura no 2, revelan una reduccién del
consumo de ' préxima al 78%.

En el caso del ¥, su consumo se
mantuvo estable durante los primeros
afios analizados, pero, practicamente,
cesa en los altimos afos del pasa-
do siglo, se reinicia a comienzos del
siglo XXI, produciéndose un fuerte
incremento (superior al 800%) en el
afio 2007, consecuencia del marcaje
metabodlico de animales de experi-
mentacién, y disminuye, de nuevo, en
los afios sucesivos (figura 2). En la ac-
tualidad este radioisétopo se utiliza,
fundamentalmente, para la técnica
indicada.

La manipulacién de #P implica un
considerable riesgo de irradiacién,
debido a su energia, en caso de no
disponer de los blindajes adecuados.
Ello justifica, en buena medida, la sig-
nificativa reduccién en su consumo.

Por otra parte, la disminucién habida
en el uso de *H podria ser debida a la
dificil deteccién de este radiosétopo
por su baja energia.

Esta significativa reduccién en el
uso de radioisétopos deriva del desa-
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Figura 1: Uso de 3°P.
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En el ambito de la investigacién bio-
légica, una técnica radioisotopica se
define como el “método de aplicacién

Figura 2: Uso de radioisétopos.
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Técnica

Subtécnica

Radioisétopo

Frecuencia de uso

Ensayos enzimaticos Ensayo CAT L@ Baja
Ensayo TRAP P Baja
Cinéticas enzimaticas I9H, “C Baja
Marcaje de cultivos celulares | Proliferacién celular SH Baja
Sintesis de novo de proteinas 2SS Alta
Fosforilacion de proteinas 2R Baja
Estudios de captacion 129 Media
Hibridacion Southern, Northern Blot 2R Baja
Hibridacion in situ e Media
Caracterizacién de AN Footprinting 2R Media
Retardo en gel P Media
Estudios de replicacion e2R Media
Radioyodacién Radioinmunoensayo 2] & Media
Ensayos binding Estudio de receptores 124 Baja
Estudio de neurotransmisores SH Baja
Transcripcion in vitro Deteccion de mRNA 8§, AP Baja
Traduccién in vitro Sintesis de proteinas B Baja

CAT: Cloranfenicol Acetil Transferasa.

TRAP: Protocolo de amplificacion de repeticion de telémeros.

Tabla 1: Técnicas radioisotépicas in vitro.

de los radioisotopos en diferentes dis-
ciplinas cientificas cuyo objetivo es
el estudio de los distintos procesos
biolégicos que tienen lugar a nivel
molecular y fisiolégico” [10]. Estas
aplicaciones se pueden abordar de
dos maneras diferentes: mediante en-
sayos in vitro o bien mediante ensayos
in vivo.

Estas técnicas permiten estudiar
metabolismo, vias de sefializacion,
alteraciones en la expresion y regula-
cién génica, alteraciones moleculares
y diferentes eventos bioldgicos aso-
ciados al desarrollo de las diferentes
enfermedades, en diferentes dreas de
investigaciéon. Una revision relativa
al uso de técnicas radioisotopicas en
la investigacién del cancer puede ser
consultada en Macias, M.T. [11].

No es objeto de este trabajo, expo-
ner los riesgos radiolégicos implicitos
al desarrollo de las diferentes técnicas
radioisot6picas ni las medidas de pro-
teccién aplicadas para mitigarlos.

Técnicas in vitro

Las técnicas in vitro realizadas en in-
vestigaciéon biomédica aportan una
serie de conocimientos basicos impres-
cindibles, que serdn, posteriormente
confirmados en estudios in vivo pre-
vios a la investigacion preclinica.

Las técnicas radioisotépicas, de bio-
logia molecular y celular in vitro se
han utilizado de manera rutinaria

durante la segunda mitad del siglo
XX, en investigacién basica en los
laboratorios de biologia debido a su
elevada sensibilidad y precisién. Sin
embargo, como se ha indicado pre-
viamente, estas técnicas estan sien-
do sustituidas, en gran medida, por
técnicas no radiactivas. Ahora bien,
las técnicas alternativas no siempre
permiten conseguir el objetivo del
estudio en curso, por ello algunas de
las técnicas radioisot6épicas in vitro
contindan realizdndose.

En la tabla 1 se reflejan las técnicas
radioisotépicas in vitro, realizadas, en
la actualidad, en el IIBM, indicando
los radiois6topos correspondientes y
la frecuencia de uso.

Los ensayos enzimaticos utilizan-
do radioisétopos, fueron, como se ha
indicado, una técnica clasica en los
laboratorios de bioquimica. Sin em-
bargo, estas técnicas han sido des-
plazadas practicamente, por ensayos
no radiactivos. En la actualidad, so-
lo algunas actividades enzimaticas
contindan determinandose mediante
ensayos radiactivos, como se indica
en la tabla 1.

En relacion con los marcajes de cul-
tivos celulares, los estudios clasicos
de proliferacion celular con *H para
cuantificar la sintesis de ADN han
sido sustituidos en mas de un 90%
por técnicas no radiactivas. Lo mis-
mo ha sucedido con los marcajes de

cultivos celulares con *P realizados,
fundamentalmente, para fosforilar
proteinas, excepto en determinadas
situaciones en las que las técnicas
alternativas no permitan obtener el
objetivo planteado. Sin embargo, en
otros, escenarios como el estudio de
la sintesis de novo de proteinas, el
marcaje de cultivos celulares con S
continua e incluso muestra un peque-
flo incremento, debido a que la escasa
cantidad de proteina en el sistema de
estudio requiere elevada sensibilidad
[12,13]. Por otra parte, se mantienen
los estudios de captacién de I en
cultivos de células transformadas
[14].

En la actualidad, para llevar a ca-
bo técnicas de hibridacién de acidos
nucleicos (Northern o Southern Blot),
es posible utilizar tanto las técnicas
radiactivas como las no radiactivas,
pudiendo obtener en las dos situacio-
nes buena resolucion y sensibilidad,
parametros importantes en la hibri-
dacién. Sélo en aquellas ocasiones
que requieren una sensibilidad muy
elevada (inferior a 10 fg) es preciso
marcar con *P aunque tanto el tiem-
po de marcaje como el de deteccion
de la sonda sean superiores, como se
ha indicado previamente. Este cam-
bio de técnicas justifica, la disminu-
cién presentada en el consumo de *P
en las ultimas dos décadas. En cuan-
to a las técnicas de hibridacién in situ
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con %S [15], contindan realizandose,
siendo su frecuencia de uso superior
a las hibridaciones con *P.

Respecto a otras técnicas de marca-
je con #P aplicadas en estudios de re-
gulacion de la expresién génica como
la caracterizacion de 4cidos nucleidos
[16,17] o el marcaje de oligos antisen-
tido [18,19], contintan realizandose
con una frecuencia media, igual que
ocurre con las técnicas de radioyo-
dacién con %I/B para posteriores
radioinmunoensayos [20-22].

El estudio de receptores realizado
mediante ensayos binding con radio-
is6topos [6,8], fue, también, una téc-
nica radioisotépica cldsica, pero, en
la actualidad estos ensayos con '*I
o °H estan practicamente en desuso.
Lo mismo sucede con las técnicas de
transcripcién con *P o *S y traduc-
cién in vitro con *S que han sido sus-
tituidas, en gran medida, por técnicas
no radiactivas.

Para valorar los datos presenta-
dos, es conveniente considerar que
las diversas técnicas realizadas es-
tan sujetas a las diferentes lineas de
investigacién en desarrollo en cada
momento, hecho que puede modificar
el consumo de radioisétopos en el
transcurso del tiempo.

Técnicas in vivo

Los estudios in vivo son imprescindi-
bles para trasladar los resultados de
la investigacion basica a la practica
clinica. En ellos se contemplan dos
grupos de técnicas: la irradiacion bio-
légica, y por otra parte, el marcaje de
animales de experimentacion.

a) Técnicas de irradiacion de cultivos
celulares y/ o animales de experimen-
tacion
En estas técnicas se utilizan irra-

diadores biol6gicos equipados con

fuentes encapsuladas, generalmente

de ¥Cs, de alta actividad (30 TBq -37

TBq) o equipos de rayos X. En ellas

no se manipula la muestra (cultivos

celulares o pequefios animales de ex-

perimentacién como ratones, ratas o

conejos), solo se le administra una de-

terminada dosis de radiaciéon acorde
con el objetivo del estudio en curso.

Las técnicas de irradiacion biol6-
gica se llevan a cabo con numerosos
objetivos, destacando los siguientes
estudios:

- Efectos biol6gicos provocados por la
radiacién ionizante: cambios en la
expresion génica [23], mecanismos
de reparacién del ADN en respues-
ta al dano radioinducido [24-25],
induccién de respuesta adaptati-
va [26], bystander effects [27-28],
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radiosensibilidad e inestabilidad
cromosdmica [29], biomarcadores
de exposicién ocupacional a radia-
ciones ionizantes [30].

- Efecto terapéutico de la radiacién
ionizante en tumores previamen-
te inducidos en modelos animales
[31-32].

- Agentes que modifican los efectos
de la radiacién ionizante: radiosen-
sibilizadores o radioprotectores Ra-
diosensibilidad [33-34].

- Otros objetivos:

Valorar tratamientos de terapia gé-
nica [35-36], inmunodeplecién co-
mo tratamiento ablativo previo al
transplante de medula 6sea, valorar
el uso de terapias combinadas: ra-
dioterapia y terapia génica o qui-
mioterapia.

b) Técnicas de marcaje de animales de
experimentacion

En este abordaje se utilizan fuentes
no encapsuladas, como las utilizadas
en las técnicas in vitro, marcadas con
diferentes radionucleidos, general-
mente ¥ y/o I, que son administra-
das al organismo en estudio.

Desde que se dispuso de los radio-
isétopos artificiales, el marcaje de
animales de experimentacion se ha
realizado, entre otras aplicaciones,
para estudiar la dindmica de procesos
bioquimicos y fisiolégicos asi como
para cuantificar diferentes compues-
tos, €j. hormonas tiroideas con ™'I [4].
En la actualidad, también se llevan
a cabo en técnicas de imagen mole-
cular, para estudiar nuevos agentes
de radioinmunoterapia [37], y con un
objetivo terapéutico, administrando
B1] en tumores previamente induci-
dos en modelos animales para valorar
el potencial del simporter de yodo y
sodio (NIS) en estudios de terapia gé-
nica [38-42] (estos marcajes explican
el incremento de uso de ™I mostrado
en la figura 2).

Técnicas de imagen molecular

El término imagen molecular fue acu-
flado en 1990 [43] y corresponde al
conjunto de modalidades de imagen
biomédica cuyo objetivo es la visua-
lizacién y cuantificacién in vivo, de
manera completamente no invasiva,
de diferentes procesos biolégicos y
patolégicos a nivel molecular y celu-
lar que diferencian un tejido sano de
un tejido patolégico.

Existen diferentes técnicas de ima-
gen molecular, basadas en el uso de
radiaciones ionizantes como la To-
mograffa por Emisién de Positrones
(PET), la Tomografia por Emision de
Fotén Unico (SPECT), la Tomografia

Computarizada (CT) o técnicas no
radiactivas como la Resonancia Mag-
nética (RM), técnicas de bioluminis-
cencia y fluorescencia y ecografia.

Gambhir SS, uno de los fundadores
de la imagen molecular como disci-
plina cientifica [44] y Massoud TF pu-
blicaron una revision relativa a dichas
técnicas [45] presentando un andlisis
comparativo en términos de resolu-
cién espacial, temporal y sensibilidad,
exponiendo las ventajas y desventajas
de cada una de ellas.

En el presente siglo, se esta reali-
zando un importante progreso para
adaptar las técnicas de imagen mo-
lecular al estudio de pequefios ani-
males de experimentaciéon. Se han
desarrollado microSPECT [46-47] y
microPET con una resolucion espacial
de 1,8 mm3 [48]. Una revision de las
técnicas de imagen molecular utili-
zadas en investigacién biomédica ha
sido publicada por Pérez J. [49], indi-
cando la infraestructura y recursos
necesarios para su desarrollo.

Estas técnicas, ademads de las ven-
tajas previamente indicadas, se llevan
a cabo en tiempos cortos y permiten
repetir el experimento varias veces
con el mismo animal, reducir el error
debido a diferencias naturales entre
distintos animales y disminuir el nd-
mero de animales que deben ser sa-
crificados.

Las técnicas de imagen molecular
aplican en diferentes dreas de investi-
gacion [44, 50]: oncologia, neurologia,
estudios de expresién génica, cardio-
logia y farmacologia. Los objetivos de
estas técnicas en el estudio de anima-
les de experimentacién son numero-
sos, destacando los siguientes:

- Oncologia

Conocer las bases moleculares de los
diferentes procesos implicados en el
desarrollo tumoral: proliferacién, di-
ferenciacion, angiogenesis , activaciéon
de oncogenes, y progresién tumoral:
apoptosis y metastasis [11].

Valorar la respuesta tumoral a nue-
vos agentes quimioterapicos.

- Neurologia y neurociencia

Visualizar procesos de neurotransmi-
sion, activaciéon y funcionalidad cere-
bral en patologias neurolégicas, neuro-
degenerativas y psiquiatricas [51-52].

Desarrollar modelos animales para
el estudio de diferentes patologias
neurolégicas: Alzheimer, Parkinson,
y la evaluacion preclinica de las nue-
vas terapias.

- Expresion génica y terapia génica

Visualizar la expresion génica y trans-
génica in vivo de genes endbgenos y



genes terapéuticos, de manera espe-
cial para desarrollar y validar estu-
dios de terapia génica [53 - 55].

- Cardiologia

Evaluar la funcionalidad cardiovas-
cular.
Detectar enfermedad coronaria.

- Farmacologia

Conocer la farmacocinética y biodis-
ponibilidad de farmacos nativos o eti-
quetados con marcadores apropiados.

CONCLUSIONES

De acuerdo con uno de los principios
basicos de la proteccion radiolégica,
la Justificacion, s6lo cuando el uso de
radiaciones ionizantes sea absoluta-
mente esencial o bien de lugar a una
mejora significativa en los resultados,
su uso estard justificado. Desde que
comenzaron a utilizarse las radiacio-
nes ionizantes, en la década de los
afios treinta, en investigacion biologi-
ca, esta premisa se ha mantenido, al
no disponer de técnicas alternativas.
Sin embargo, en la actualidad la situa-
cién ha cambiado de manera signifi-
cativa y no estaria justificado el uso
méaximo de radioisotopos.

Durante la primera década del si-
glo XXI, las técnicas no radiactivas
han tenido un fuerte desarrollo y han
desplazado en gran medida el uso de
radiois6topos en investigacion bio-
médica. Estas técnicas alternativas
no radiactivas, evitan los riesgos ra-
diolégicos y la produccién de resi-
duos radiactivos, disminuyen costes
y proporcionan resultados con mayor
rapidez. Ahora bien, conviene men-
cionar que los métodos no radiactivos
no estan exentos de riesgos, consi-
derando que determinados sustratos
fluorescentes y quimioluminiscen-
tes asi como sus productos, pueden
ocasionar alergias y ser potenciales
carcinégenos.

La reduccién mas significativa
se ha producido en las técnicas ra-
dioisétopicas in vitro. No obstante,
considerando que los resultados son
mejores en aquellas aplicaciones que
requieren méaxima sensibilidad y/o
resolucion, continuardn en uso siem-
pre que la cantidad de la muestra
analizada sea baja en el sistema de
estudio.

El uso de las radiaciones ionizantes
en investigacion biomédica se dirige
hacia la implementacién de las téc-
nicas in vivo, impulsado por el cre-
ciente desarrollo de las técnicas de
Imagen Molecular para pequefios ani-
males de experimentacién y al avance
en la terapia génica.

Las técnicas de imagen molecular
en pequefios modelos animales se
han convertido en un puente esencial
entre los estudios in vitro y su tras-
lacion a las aplicaciones clinicas [56].
Aunque se pudiera pensar que las téc-
nicas in vivo podrian desplazar a las
técnicas in vitro, esto no seria posible,
dado que su desarrollo es fundamen-
tal para la investigacién biomédica.
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