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RESUMEN

El efecto de la cisteina sobre la induccidn de Intercambios entre
Cromdtides Hermanas (ICH) por radiacidn gamma se determind en
células de médula dsea de ratdn in vivo , observandose que la cisteina
a una dosis de 600 mg/Kg no es capaz de evitar la induccidn de ICH
(aprox. 1.5 ICH/célula) por 0.7 o 2.0 Gy de radiacidn gamma.

Ademds se cuantificd el efecto de-esta substancia en otros even-
tos citogendticos como son Rupturas Cromosdmicas (RC), Indice Mitd -
tico (IM) y Tiempo de Generacion Promedio (TGP). En estos eventos
se encontrd lo siguiente:

a) La cisteina no disminuye la induccidn de rupturas cromosd-

micas por radiacidn gamma.

b) Los resultados obtenidos para el indice mitdtico muestran que
la radiacidn gamma no tuvo efecto sobre este evento citogené-
tico y que la cisteina per se posiblemente inhibe la divisidn
celular,

c) En ninguno de los otros eventos citogenéticos analizados se
presentd algun efecto de la cisteina per se .

d) La radiacidn gamma (0.7 y 2.0 Gy) aumentd el tiempo de ge-
neracidn promedio y sdlo en este caso la cisteina mostro

" efecto protector disminuyendo esta modificacidn.



INTRODUCCLON

El desarrollo de la fisica nuclear trae como resultado el uso ex-
tensivo de la energia nuclear en la tecnologfa, ciencia y medicina,
originando que el estudio del dafb inducido por la radiacién y de la
radioproteccion adquieran mucha relevancia.

Es por esta razdn que bidlogos, fisicos y quimicos trabajan jun-
tos en el drea de las investigaciones nucleares para obtener mds cono-
cimientos sobre el dafio producido pcr la radiacidn y la posible modifi-
cacidn de sus efectos.

En la medicina, las radiaciones se emplean en el tratamiento
contra las enfermedades neopldsicas para lo cual existe estrecha rela-
cién entre los conocimientos de la radiobiologia y la radioterapia. La
eficiencia de la radioterapia en el control de tumores humanos depende
de la dosis de radiacién transmitida al tumor, no obstante esta dosis
es reducida por el tejido normal adyacente que inevitablemente es irra-
diado. Ademds hay que tomar en cuenta que las radiaciones tienen la
potencialidad de inducir dafo gendtico y cdncer en el tejido sano.

Existe el interés de los bidlogos y radioterapistas por encontrar
algin método, quizd mediante el uso de un agente quimico protector
que permita que el tratamiento por radiacidn sdlo dafe a las células
del tumor.

En principio existen dos posibilidades de inducir radiosensibilidad
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diferencial entre las c€lulas tumorales y las normales por medios qui-
micos; una seria reduciendo selectivamente la radiosensibilidad de las
c€lulas normales con radioprotectores quimicos (radioproteccidn dife-
rencial) y 1a otra incrementando la radiosensibilidad de las células del
tumor con sensibilizadores quimicos que no afecten las cé€lulas. del te-
jido normal (radiosensibilizacidn diferencial).

En el sentido de proteger a las células con radioprotectores qui-
micos la cisteina se ha empleado en condiciones in vitro obteniendose
buenos resultados, por lo cual resulta de suma importancia conocer el
efecto de este compuesto en gistemas in vivo y tomando como pardme-
tro principal el fendmeno de Intercambio entre Cromadtides Hermanas

(ICH) el cual ha mostrado ser muy sensible al efecto de la radiacidn.

I.- EFECTOS BIOLOGICOS DE LA RADIACION IOMIZANTE (1),

Interaccion de las particulas.

I.a radiacidn es energia que viaja a través del espacio, es ener-
gia en transito ya sea en forma de ondas electromagneticas o de parti-
culas moviendose a alta velocidad, estas pueden ser de varios tipos
tales como electrones, protones y particulas alfa emitidas por dtomos

’
inestables.

Las radiaciones ionizantes producen particulas electricamente

cargadas o iones cuando interactuan con la materia. Una interaccidn

es eldstica si la suma de la energia cindtica de las entidades que par-



ticipa son inalteradas, si la suma de la energia cinética es alterada, en-

2
tonces la interaccidn es ineldstica. Protones (1 H nicleo), deutrones (1 H
nliclea), particulas alfa (, He niicleo) y otras particulas pesadas pierden
més energia cuando interactian ineldsticamente con electrones de materia
les absorbentes. La transferencia de energia se lleva a cabo por la interac
cién de campos eléctricos y el contacto fisico entre las particulas inciden
tes y los electrones no se requiere. Parte de la energia perdida por las
particulas incidentes es usada para elevar electrones a niveles energéticos
méas alejados del nicleo, éste proceso es llamado exitacidn. Algunas ve-
ces los electrones son expulsados y a éste proceso se le conoce como --
ionizacidn.

Los electrones expulsados por la radiacidén incidente son los electro
nes primarios. Algunos electrones primarios tienen sufieciente energia ci
nética para producir un par idnico adicional cuando ellos migran de su sitio
de liberacién. Los electrones expulsados durante la interaccidén de electro-
nes primarioe se nombran electrones secundarios.

La energia transferida con exceso a un e1ecfr6n se muestra como la
energia del electrdn expulsado. Estos electrones y el ién positivo residual
constituyen un par idnico.

La ionizacién especifica (SI} es el nimeroc de pares idnicos primarios
o secundarios producidos por unidad de longitud del trayecto de la radiacitn
ionizante,

La energia linear de transferencia (LET) es el promedio de la perdi-

da de energia por unidad de longitud del trayecto de la radiacidon incidente
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¥ és expresada como KeV//A.m 0 ergﬂ,_m LET depende de la masa, car-
ra y velocidad de las particulas,

LET= SI1 X W
donde: LET= Energia linear de transferencia
SI = Ionizacidn especifica

W = Masa

Efecto directo y efecto indirecto (2)

La radiacidén ionizante a la cual se expone el material bioldgico es
de energia moderada, su intensidad y frecuencia depende de la dosis y el
tipo de radiacién considerada.

1a energia linear de transferencia (LET) tiende a ser mayor cuando
la masa de las particulas aumenta, en consecuencia la irradiaciéﬁ fotdmica
{electrones) resulta compa.ra.tivamente de bajo LET, la cual produce menor
dafio que la irradiacién de neutrones de alto LET. Debido a esto varios &
pos de radiacidn producen diferentes grados de dafo con la misma dosis.

Cuando las células son irradiadas el dafio es producido principalmer
te por ionizacidén y radicales libres.

La radiacidon de bajo LET tal como los rayos X y rayos gamma pro
ducen dafio principalmente por radicales libres mientras que la radiaciér
de altc LET tales como protones y particulas alfa producen dafio principal
mente por ionizacién, El efecto producido por la radiacidn del alte LET
no es modificable.

El dafo producido a las células debide a la ionizaci%m directa de al-

guna de sus molécualas y como consecuencia la inactivacidn de ésta es de
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efecto directo; El efecto indirecto o accidn indirecta de la radiacidn por
la cual moléculas bioldgicas son inactivadas se produce por radiacales li-
bres los cuales principalmenteb se forman cuando la radiacidn interactia con
el agua.

Radicales libres (1 )

Los radicales libres son atomos o moléculas que tienen un electrdn
no pareado, se forman por el rompimiento de enlaces quimicos, estos ra-
dicales son inestables y altamente propé.naos a interactuar con los atomos
y moléculas que se encuentran alrededor de ellos.

Cuando réyos X interactian con el agua, dos tipos de radicales libres
se forman:

rayos X + H,0 — 5 H° + OH°
(hidrdgeno) (Hidroxilo)
(radicales libres)
Estos radicalcs se combinan y dan las siguientes reacciones:
H° + OH° —»H,0
CH® + OH°——-)HZOZ

La presencia de un exceso de oxigeno durante la irradiacién permi-
te la formacion de radicales libres adiciomales:

H® + Op—»HO°, (Hidroperdixido)
HO% +H0°2———pH202 + 0y

La combinacidn de moléculas orgadnicas (RH) con radicales hidroxilg

forman un radical libre organico (R°)

RH + OH°———%R° + H,0
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L1 radical libre organico (R°) se combina con el O2 y se forma el

radical libre perdxido (RO 2)

1

R°® + Q;—»RO%
El exceso de O, permite la formacibén de dos radicales libres adicio
N
nales que son el hidroperdxido (HO3)y el perdxido (RO%).
Esto puede ser en parte considerado para el incremento del dafio producido
por la radiacién en presencia de un exceso de oxigeno.

La mayoria de los radicales libres s'on de vida corta y facilmente se
combinan entre si. El tiempo de vida de estos radicales es generalmente
menor de IO-lt?eg. Sin embargo, existen algunos derivados de sustancias
organicas complejas que son estables y no se combinan ripidamente.

Los radicales libres OH® y HO% son agentes oxidantes, el radical li-

bre H° es un agente reductor.
I, - DARO AL ADN POR RADIACION IONIZANTE

La radiacion ionizante puede causzr dafio a todos los componentes ce-
lulares, incluyendo al ADN, siendo &ste el dafio de mayor importancia debi
do a que ésta es la molécula portadora de la informacién genética, de la
cual depende la trasmisién de las caracteristicas de una célula a sus des-
cendientes o de un organismo a otro y regula funciones celulares tales co-
mo diferenciacién, metabolismo y relacién con otras células,

La radiacidén ionizante constituye una fuente de dafio fisico al ADN de

los organismos y ha estado presente desde el inicio de la evolucidén biols-

gica.
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La disposicién de .energfa de la radié.ci.c’m ionizante da como resulta-
do la formacién de moléculas exitadas y ionizadas. Tradicionalmente el da
fio: radioinducido al ADN ha sido atribuido al efecto directo y al efecto in
directo. El efecto indirecto es el resultado de la interaccion directa de la
energia de la radiacién con el ADN y el efecto indirecto resulta de la inte
raccidn de especies reactivas (formadas por la radiaciém) con el ADN.

Puesto que en las células vivas el ADN se encuentra en un medio
que contiene nurerosas especies moleculares, iones inorginicos y agua,
una gran variedad de fuentes potenciales de especies reactivas pueden exis
tir como moléculas exitadas, radicales idnicoe o radicales libres, los cua-
les posteriormente se convertiran en productos quimicos estables. De la
gran cantidad de mecanismos de reaccién y el mismo nimero de reactan-
tes potenciales, surge la posibilidad de formar una gran cantidad de produc
tos derivados de la radiacién ionizante en el ADN, Sin embargo la predo-
minancia del agua en los sistemas biolégicos sugiere que las especies for-
madas por la radidlisis del agua es la mayor fuente potencial de dafio (3).

Estas especies han sido bien caracterizadas anteriormente.

Dafio a las bases del ADN por radiacidn ionizante

Las primeras medidas del dafio de las bases del ADN ‘indican que to
das las bases parecen ser igualmente susceptibles al efecto producidoe por
la radiacién ionizante. No obstante la organizacién molecular del ADN apa
rentemente afecta el producto de las bases dafadas, por ejemplo, el nii-
mero total de las bases dafiadas depende eﬁ gran parte de la concentracién

de ADN.
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Esto puede resultar de la relativamente baja constante de reaccién de
radicales hidroxilo con el ADN, asi que a baja concentracién de ADN la de
puracion de radicales hidroxilo ocurre debido a reaccidnes de competencia
tales como:

OH° + OH°*———H,0,
o impureza +  OH°——%impureza® + H,0

Una variedad de moléculas depuradoras de hidroxilos tales como cis-
teina y glutatidén existen en la célula y pueden competir con el ADN por los
radicales libres altamente reactivos (3). En suma muchos radicales hidroxi
lo resultan de la radidlisis del agua y puesto que estos tienen un pequefio
radio de efectividad, la regién hidrofébica del ADN es significativamente
protegida del ataque por radicales. As{i la orientacidn de las bases en el
interior del ADN de cadena doble en algiin grado protege a estas del dafio

- producido por la radiacidn ionizante (4).

Rupturas de la cadena de ADN producidas por radiacidn ionizante.

La formacién de rupturas de la cadena de ADN es una consecuencia
bioldgica importante producto de la radiacién ionizante sobre las células.
La mayoria de estas rupturas son causadas por el rompimiento de enlaces
fosfodiester en una de las cadenas polinucleotidicas, pero la destruccidn del
anillo de desoxirribosa puede también dar como resultado interrupciones del
esqueleto desoxirribosa-fosfato.

La induccién de rupturas de cadena simple en el ADN por radiacién

puede dar por resultado una desnaturalizacidn en la vecimdad del rompimien



to, con lo cual se incrementa la probabilidad del ataque mediado por ra-

dicales libres a &stos sitios debido a la perdida del efecto protector que
otorgaba la orientacién de las bases en 'el interior del ADN duplex.

Al igual que el dafio a las bases, las rupturas de la cadena de ADN
pueden resultar del efecto directo o indirecto de la radiacién. En el pri-
mer caso la deposicidn de aproximadamente 9 eV de energia es suficiente
para romper el esqueleto ribosa-fosfato (5).

En relacidn al efecto indirecto los radicales hidroxilo parecen ser

de importancia principal de la lisis de los enlaces fosfodiester (6).

El mecanismo quimico del rompimiento

El mecanismo quimico de rompimiento de la cadena de ADN es va-
riado y complejo, como lo son muchos procesos radioliticos. Estos pue-
den envolver ionizacidén directa del enlace fosfodiester o reacciones de
fragmentacidn involucrado a las bases o a los aziicares. En los nucledti
dos los radicales OH® reaccionan preferencialmente con las bases en una
reaccidén que permite la ruptura del enlace azficar fosfato y sdlo el 10%-
20% de OH°svreacciona.n con la pent osa (3).

Con la excepcidén de los virus que contienen genomas de ADN de ca
dena simple, el grado de la formacidn de rupturas simples se correlacio
pa principalmente con la letalidad causada por la radiacidén ionizante. Una
mejor correlacidn de la letalidad es obtenida con rupturas de cadena do-
ble en el ADN de células vivas. Esto puede surgir de yuxtaposiciones muy

estrictas de incisiones de cadena simple de diferente origen en cadenas
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opuestas del ADN duplex, o por un simple evento resultado de la hidrd -
lisis de las uniones fosfodiester en ambas cadenas de ADN. Cualquiera
de los dos fendmenos pueden resultar del efecto directo o indirecto de la
radiacidén ionizante. El1 producto de las rupturas simples y dobles de las
cadenas del ADN pueden ser modificadas por la presencia de depuradores

de radicales libres y oxigeno (6).

Modificadores del efecto de la radiacion

La respuesta de las células al efecto de la radiacidn puede ser afec
tada por la presencia de varios compuestos durante la radiacién. Se pos-
tula que estos compuestos actan durante el periodo de la produccién del
dafio por radiacidn.

Si una reaccidn se proyecta para la produccién de dafio en el ADN
in vivo se postulan las siguientes reacciones:

Efecto directo
ADN-223y ApN® 1
Efecto indirecto
ADN + X°———pADN* 2
*ADN 4 P-——ADN 3
*ADN 4+ S ————pADN dafiado 4

La reaccién 1 representa el efecto directo de la radiacién en la pro
duccidn de especies reactivas de ADN. El grado de ésta reaccién sélo es
controlada por la relativa masa de ADN presente, la presencia de otros
compuestos no pueden afectar la cantidad de reaccién ocurrida.

Los modificadores del efecto de la radiacidén actllan durante las rea-
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cciones 2, 3 y 4.

La reaccidén 2 representa la reaccidén de radicales libres mbviles (X°)
con el ADN. La modificacién de ambos reactantes es posible; el ADN pue
de ser modificado, asf que éste reacciona con un gran nfimero de especies
X°, ejemplo, muchos de los productos de la radiacién causan dafio en el
ADN,

La cantidad de especies X° que rea;:cionan con el ADN puede ser re-
ducida por adicién de compuestos quimicos que reaccionan con X°,

La reaccidén 3 representa la restitucién quimica por reaccidn quimi-
ca del ADN despyés del dafio inicial causado por la reaccidén 2.

Las reacciones del tipo 3 pueden estar en competencia con reacciones
tales como 4 en las cuales un radical en el ADN reacciona y se une quimi_
camente a otra molécula S,

La reaccién 3 +y 4 probablemente ocurren in vivo en competencia,
la cual es de la misma magnitud en ausencia de la adicidn de compuestos
quimicos. La adicién de compuestos cambian las cantidades relativas de las
reacciones 3 y 4.

Las reacciones de tipo 4 que ocurren con constituyentes naturales po
siblemente sean reparadas mas facilmente que aductos formados por intro-

duccidén de compuestos exteriores (3).

II.- RADIOPROTECCION,
E1l estudio de la radioprotecéi(m ha sido estrechamente vinculada al

uso de la radiacidn ionizante, puesto que es reconocido que la radiacidn
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ionizante puede producir determinados efectos.

El desarrollo de la investigacidn en radioproteccidn proviene de los
afios 19205 como el resultado del descubrimiento del efecto del oxigeno y
su redescubrimiento en los primeros afios ‘1940 8. De la observacidn de que
la presencia de oxigeno durante la exposicién a rddiacién aumenta el efet~
t;) surge la idea de que los compuestos que remueven o unen al oxigeno
pueden ser usados en la rédioprotecci&n.

Durante mucho tiempo se ha tenido el conocimiento de que los grupos
sulfhidrilo son una parte estructural importante de proteinas y juegan un
papel substancial en sus func;iones. Con el reconocimiento que los grupos
sulfhidrilos contenidos en enzimas son muy sensibles a la radiacién y que
la presencia de cisteina en cierta manera puede prevenir algunos dafios
producidos por la radiacidn, las eustancias con grupos sulfhidrilo (SH) se
conviérten en las fuentes més promet'edora.s de agentes radioprotectores.

Los radioprotectores se definen como sustanéias o procedimientos
los cuales disminuyen significativamente el dafio producido por la radia-
cion cuando son administrados a los organismos antes de la exposicién a

la radiacidn, cuando son administrados después éstos no reducen el dafio .

Panorama histdrico,

La demostracidn del efecto protector de la cisteina realizada por
Patt en 1949 y 1959 (7,8) da inicio a una continua investigacién de agentes
protectores mas efectivos..

Poco tiempo después el glutatidén y la mercaptoetila;nina(MEA),uno

de los agentes mas efectivos hoy en dfa fueron estabecidos como protec-
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tores(9)..

En 1955 en el curso de log estudios de mercaptoakilaminas Doherty
Burnett y Shapira(l0) descubrieron una nuevaclase de agentes protectores
las aminoalkilisotioureas (AET) y sus porductos rearreglados. las mercap-
toalkilguanidinas (MEG) (9) , ellos tambien mostraron que la mixima acti-
vidad protectora puede serencontrada solo en compuestos donde la separa-
cidén entre base y tiol o tiol potencial no fuera mayor a tres itomos de
carbono.

Estos descubrimientos con cisteina, MEA y AET proveen un estimulo nece
sario para la investigacién de tioles protectores mds efectivos y menos
toxicos.

Cisteina

La cisteina estd intuida dentro del grupo de los aminotioles, el cual
ademis comprende a 2-mercapto etilamina (cisteamina) , cistamina, aming
etilisotiourea dihidrobromuro { AET ) y 2-mercapto etilguanidina (MEG).

" Estas aminas sulfhidrilas son fuertes agentes reductores y todas presentan
propiedades radioprotectoras.

El aminoicido cisteina es constituyente de la estructura prbtéica que
en su molécula presenta un grupo amino y un grupo sulfhidrilo, se abrevia
Cys. {IUPAC). La L-cisteina; mercaptoalanina C3H7NO,S, tiene peso mol-
ecular de 121.16 con los siguientes porcentages C 29.74% ,H 5.82%,N11.56%
O 24.41% y S 26.47%,HSCHzCH(NHZ)COOH.

La L-cisteina se convierte a L-cistina por hidrélisis en presencia

de aire.
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La primera evidencia del efecto radioprotector de la cisteina fue re
portada por Patt en 1949 (7), quien observd el efecto de la cisteina HCL
y cistina en la radiosensibilidad de las ratas y encontrd que el pretrata-
miento con cisteina reduce marcadamente la toxicidad de las ratas expues
tas a la radiacién X, la administracibn posterior 2 la radiacién no presem
td algin efecto. Ademis observd que el disulfuro cistina administrado an-
tes de la radiacién no tiene efecto protector.

En 1950 Patt y col. continuaron los estudios de radioproteccibén y ob
tuvieron resultados que indican que la cisteina disminuye la radiosensibi-
lidad de los organismos (ratas y ratones) cuando es administrada a 5 min.
6 1 hr. antes de la radiacién X, la administracién posterior a la radia-
cién ¢ 6 hr. y 24 hr. antes no tuvieron efecto. Ademis compararon el
efecto de otras sustancias como glutatidn, cistina, metionina, acido ascor-
bico y sulfuro de scdio, encontrando que todas &stas sustancias excepto glu
tatidn no alteran la supervivencia despu€s de la radiacién (8 ).

La investigacibn citolégica de células de médula Gsea de ratén in vivo
realizada por Devik en 1952, a los cuales se les administrd agentes pro-
tectores y subsecuente irradiacidn muestra que la cisteina y-otras sustan-
cias como glutatién, 4cido ascorbico, cloruro de tiocolina, vitamina B y
tiourea no producen ninglin efecto citolégico per se, sin embargo ninguno
de los agentes administrados modificd el dafio causado a las células ex-
puestas a la radiacidn X (200r) la cual produce dafio visible a 60% - 70%
de las anafases, analizando fragmentos cromosémicos, retardo de los cro

mosomas hijos los cuales se mueven a los polos opuestos y cromosomas
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dicéntricos, Sélq con la cisteina se presentd una ligera reduccidn en el
nimero de fragmentos (11).

En 1954 Devik mostrd los efectos protectores de la combi‘nacié'n de
hipoxia y cisteina midiendo este efecto en letalidad y dafios citogenéticos
de la médula dsea de ratén. Los resultados indican que pocos ratones pu-
dieron sobrevivir a 800 r irradiados después de laaplicacidn de la cis-
teina, siendo normalmente 690 r la dosis letal LDlOO’ la hipoxia incremen
td la LD, o @ cerca de 110 r. Cuando la cisteina fue combinada con la hi
poxia la LDlOO se incrementd moderadamente y el tiempo de supexvivencia
tambien se incrementd (12).

En contraste con el trabajo anterior de Devik (1952), se observd una
reduccidn del dafio citoldgico en las células de la médula dsea, siendo del
mismo grado la producida por la cisteina y la producida por hipoxia, el
efecto se suma cuando los dos tratamientos se combinan. El efecto de la
cisteina no fue claro cuando la solucién de cisteina no fue ajustada a PH7
previamente.

Se han realizado diversos trabajos para conocer mis sobre las pro-
piedades de la cisteina en la radioproteccidn de los organismos, de los

cuales sdlo se mencionan algunos.

En células de raices primarias de Tradescantia paludosa la cisteina
reduce la induccidn de aberraciones cromosdmicas por radiacién gamma
(13).

Estudios realizados con Escherichia coli tomando como parametro

la supervivencia muestran que la cisteina ofrece proteccidén significativa
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contra los rayos X y ademis muestran que el mecanismo de accién de la
cisteina incluye una reaccidn idependiente del oxigeno (15,16).
Se ha demostrado en linfocitos humanos que la cisteina protege con
tra la formacidn de aberraciones cromosdmicas por radiacién gamma (17).
Ademnais del efecto radioprotector de la cisteina se ha observado un
un efecto protector contra la induccidn de aberraciones por mutigeno qui

mico en cromosomas humanos in vitro (18).

Mecanismos de accidén de aminotioles en la radioproteccidn

Como se ha mencionado anteriormente el grupo de los aminotioles
es particularmente efectivo en la radioproteccién de los organismos, pero
el mecanismo de; accién no ha sido posible explicarlo con una simple teo-
ria debidd a que ©stos mecanismos son complejos y usualmente envuelven
a mis de uno de ellos.

Con pocas excepciones los aminotioles mis efectivos son aquellos cu
ya estructura se encuentra estrechamente relacionada a la cisteamina HS-

. Los disulfuros correspondientes son usualmente iguales en

CH,-CH,-NH

2 2
actividad a medida que éstos compuestos son facilmente metabolizados a
éste tipo de compuesto.

Algunas generalizaciones de la estructura son, el grupo tiol y el
grupo amino no deben de estar. separados por mas de tres itomos de car

bono (10), es requerido un grupo -SH libre puesto que tioesteres son inac

tivos (19).
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Los siguientes mecanismos de accién han sido sugeridos para éstos
compuestos; depuracion de radicales libres y donacidén de hidrdgeno, pro-
duccidn de hipoxia, mecanismo de mezcla de disulfuros, liberacibén de sul
fhidrilos dg mezclas disulfuras celulares y cambios reversibles en el me-
tabolismo.

Depuracién de radicales libres y donacidn de hidrodgeno

Johansen y Haward-Flanders en 1965 y Sanner y Pihl en 1969 encon-
traron una correlacién similar entre la habilidad para‘depurar radicales
OH® y la reduccidn de la muerte celular en bacterias inducida por radia-
cidén. Estos investigadores no encontraron algin efecto andlogo utilizando
depuradore; de electrones, indicando que los radicaleg OH® son los de ma
yor responsabilidad del dafio al ADN y la muerte celular (3).

Los compuestos aminotioles imactivan radicales libres formados por
radiacibn, la. adicién de éstos compuestos a sistemas celulares generalmen
te protegen contra el efecto letal de la radiacién. Su presencia también
reduce la produccidén de rupturas de la cadena de ADN en bacterias (20) y
células de mamifero (21).

Sasaki y Matsubara en 1977 estudiaron los efectos de las sustancias
depuradoras de radicales libres sobre la induccidn de aberraciones cromo
sbmicas por radiacién ga@a en linfocitos humanos y encontraron que los
aminotioles cisteina y cisteamina, son mas efectivos como depuradores -
que los alcoholes (metanol y etanol} para proteger contra la formacidn de
anillos cromosomicos y cromosomas dicentricos, concluyendo que el dafio

primario debido a la accidn indirecta de la radiacidon produce radicales
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libres gque reaccionan con moléculas blanco (17).

Alexander 'y Charlesbi (1955) sugirieron que la proteccién ofrecida
por los aminotioles ocurre por una reaccién en la cual se presenta un me
caniemo de donacién de un itomo de hidrbgeno, se sugiere que un Atomo
de hidrégeno perdido por una molécula significativa como resultado de la
radiacién puede ser remplazado por un itomo de hidrégenc donado por un
compuesto aminotiol.

Ru-r2d , ge
R® + R;SH ———3 RH + R;8°

As{ dentro de la célula esta reparacién puede ser modificada por la
administracién de estos compuestos (3).

En 1972 Roots y Okada mostraron que la cantidad de rupturas de la
cadena de ADN producidas en células de ratdn pueden ser reducidas por la
adicién de varios quimicos, la eficiencia con la cual &stos actlan corres-
ponde a su razdn de raccion con radicales OH®°. Ellos también examinaron
el efecto de los compuestos aminotioles y encontraron que éstos no sdlo
protegen més eficientemente (10 a 20 veces) que otros depuradores de ra
dicales OH® 8ino que ofrecen una maxima proteccién, y concluyen que és
te incremento en eficiencia no puede ser relacionado a la habilidad para
atrapar radicales OH® sugieren que los compuestos aminotioles protegen
por un mecanismo diferente, posiblemente por donacién de un dtomo de
hidrégeno (22).

. Este mecanismo se ha probado en varios sistemas pero aitn no se ha

demostrado que el efecto de los aminotioles en el ADN macromolecular
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ocurra por éste mecanismo.

Los datos mas confiables en la literatura sugieren que éste efecto
puede ser explicado puramente en las bases de proteccidn causada princi- .
palmente por la depuracidén de radicales OH® por elevadas concentraciones
de compuestos aminotioles.

Produccidén de hipoxia

Es bien conocido que las condiciones de hipoxia reducen el dafio ra-
dioinducidos . Los compuestos aminotioles producen hipaxia al tejido, la
cual debe ser un factor importante en la radioproteccidn.

Cuando los animales son desprovistos de oxigeno un nimero de reac
ciones reflejas toman lugar, en particular hay una intensa estimulacién del
sistema nervioso simpatico el cual libera considerables cantidades de adre-
naﬁna y noradrenalina de las terminaciones de los nervios adrenérgicos.
Estas dos aminas son buenas radioprotectoras (1).

En ratones se ha observado que la hipoxia incrementa la dosis letal
LD o, de 600 r a 1100 r, ademas en células ;ie médula Ssea existié una re
duccién de aberraciones cromosdmicas inducidas por 200 r de radiacidén X.
La administracién de cisteina aumenta ésta protec;:ién (12).

Las condiciones de hipoxia méis la administracién de alguno de los
compuestos aminotiol aumentan el poder protector de &stos.

Mecanismo de mezcla de disulfuros.

Este mecanismo propone que los compuestos aminotioles forman mez-

clas disulfuro con proteinas tisulares que contienen grupos sulfhidrilos (-SH)
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Se sugiere que un compuesto aminotiol forma un enlace S-S5 temporal con
una enzima que tiene un grupo -SH, en las células estos enlaces protegen
el dtomo de azufre de la enzima contra'la accidén indirecta de la radiacién
La reconstitucién del grupo funcional SH de la enzima es posible después
de la radiacion debido a la actividad de la glutation reductasa.

Esta hipbtesis asume que las proteinas son el blanco mas radiosen-
sible dentro de la célula, sin embargo generalmente se comsidera que el
ADN es 1a molécula blanco mids radiosensible en la célula.

Este mecanismo ha sido postulado para los compuestos cisteamina y

AET .

Liberacidn de sulfhidrilos de mezclaa disulfuras celulares

Se ha observado (en cultivo de células de tumor de Ehrlich) que el
incremento de la concentracidn de cisteamina en el medio de cultivo es
agociado con un uniforme incremento del nivel de compuestos sulfhidrilos
intracelulares no unidos a proteinas. Ademis existe una correlacién entre
al incremendto de estos sulfhidrilos y la radioreaisténcia.,ésto suguiere que
el mecaﬁsmo de radioproteccidn por cisteamina es dependiente de la con-
contracidén de sulfhidrilos no unidos a proteinas en la célula ( 23,24 ) .

Otzo trabajo que apoya a este mecanismo es el reportado por Hans
en 1971 en el cual observd que el tratamiento de células con cisteamina y
AET provoca la liberacidn de glutatién unido a proteinas por una reaccidn
de intercambio entre el radioprotector y el glutatién, por lo cual se pro-
pone que el glutation unido a proteinas puede ser considerado como un re-

servorio de sustancias radioprotectoras las cuales pueden ser liberadas
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.

bajo ciertas condiciones cuando son liberadas pueden contribuir al aumen-
to de la radiorresistencia de las células ( 25 ).

Cambios reversibles en el metabolismo

Si una sustancia se une al ADN es posible que la hélice de ADN sea
més estable. Puesto que la replicacién requiere de la separacidén de cade-
nas simples,la razén de replicacién puede ser reducida por este incremen
to. de estabilidad.Asf un proceso de reparacidn puede intervenir sobre las
alteraciones antes de que éstas sean replicadas.

La presencia de agentes que se unen al ADN previenen el rompimien
to original de la cadena, puedentambién tender a asegurar fisicamente que
la ruétura de una cadena simple no permita el desenrrollamiento de €sta
y consecuentemente un dafio secundario .

Los principales agentes que se unen al ADN son las nucleohistonas
las cuales presentan un gran nfimero de grupos amino como caracteristica
comin, &sto junto con el hecho de que las aminas alifiticas se unen fuex-
btemente al ADN hace claro que una molécula con dos o més grupos amino
facilmente se unan y estabilicen cualquier parte del ADN no unido a histo-
nas.

Esta conclusidn ha permitido sugerir que las formas disulfuro de ami
notioles protectores también se unan fuertemente al ADN, lo cual explica
la necesidad de un grupo amino y un grupo tiol libre en estos protectores

Estos disulfuros deben cumplir dos requisitos; el primero es que
tengan poder protector activo y segundo es que deben ser de facil remo-

cién (26).
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1V. - INTERCAMBIO ENTRE CROMATIDES HERMANAS (ICH).

Se define al intercambio entre cromitides hermanas (ICH) como los
intercambios reciprpcos entre segmentos de las cromitides de un mismo
cromosoma.

Antecedentes

El primer reporte que sugirié la existencia del evento de ICH fue ob
servado en un estudio citoldgico de cromosomas en anillo de células somd
ticas de maiz, los cuales eventualmente formaban anillos dicéntricos del
doble de su tamafio original y se propuso que éstos posiblemente se forma
ron por el intercambio entre cromatides hermanas (27).

La primera observacién directa del ICH fuereportada por Taylor en
1957, quien encontr® que las cromitides hermanas se podian distinguir una
de la otra con respecto a su radioactividad, con la ayuda de métodos auto-
rradigriaficos después de la duplicacion de los cromosomas en presencia de
timidina tritiada (3HdT I3
Observd que despuds de un cicle los cromosomas de las células en metafase
presgntaban un marcaje igual en sus cromaitides hermanas y que si estos
cromosomas se divic-h’an en el siguiente ciclo en ausencia de timidina tritia
da los cromosomas presentaban una cromatide marcada y la otra sin mar-
car.

Estos estudios demostraron que la duplicacion del ADN se realiza de.
una manera semiconservativa y que cada cromitide esti formada por una
sola molécula de ADN duplex.. Ademds observd que frecuentemente en al-

gunos sitios se intercambiaban segmentos de la cromitide marcada con
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segmentos de la cromatides hermanas no marcada, demostrando de ésta
forma la existencia del ICH (28).

El método autorradiogrifico presenta limitaciones técnicas tales como;
una resolucidn limitada la cual no permite un anilisis detallado del niimero
y posicidn de los intercambios, ademais la produccién de IHC puede ser in-
ducida por la incorporacion de timidina tritiada ( HdAT) (29).

Los métodos autorradiograficos fueron remplazados por nuevas técni-
cas basadas en la incorporacién de un analogo de la timina, la 5-bromo-2
desoxiuridina (BrdUrd), las cuales también permiten la diferenciacidn de las
croméatides hermanas.

En la revisién del fendémeno de ICH realizada por Wolff (1977) men-
ciona que el primer reporte de esta técnica fue publicada por Zakharov y
Egolina en 1972, quienes encontraron que cuando trataron a células de hams
ter chino con BrdUrd durante dos ciclos celulares y subsecueptemente te-
fifan los cromosomas con Giemsa las cromditides hermanas se tefifan dife-
rente. Después de dos ciclos una de las cromdtides hermanas esti unifi-
larmente substituida con BrdUrd y se tifi fuertemente mientras la otra
cromitide estd bifilarmente substituida y se tifie levemente. Este trabajo
da inicio al desarrollo de otras técnicas las cuales varian en el tratamien
to de los cromosomas que han incorporado BrdUrd (30).

El desarrollo de la técnica de Latt (1973) en la cual la incorporacién
de la BrdUrd al ADN cromosdémico durante dos ciclos celulares y la subse
cuente tincién de los cromosomas con el colorante fluorescente Hoechst

33258 da como resultado cromosomas con tincién diferencial de sus cro-
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maitides hermanas, las cuales al analizarse con el equipo de microscopia
de fluorescencia se observa que la cromitide unifilarmente substituida se
presenta brillante, en cambio la bifilarmente substituida se presenta opaca
Esto es debido a que la fluorescencia del Hoechst 33258 unido a cromoso-
mas es inhibida p(;r la incorporacién de la BrdUrd al ADN cromosdmico.

El empleo de otros colotantes fluorescentes como la quinacrina, na-
ranja de acridina y proflavina dan buen.os resultados, sin embargo las téc-
nicas por fluorescencia tienen la desventaja de que ésta se pierde rapida-
mente (31).

Otro método basado en la incorporacidén de BrdUrd es el reportado
por Korenberg J. R.. y Freedlender en 1974, quienes encontraron que con
un tratamiento con sales calientes previo a la tincibn con Giemsa se obtie
ne buena diferenciacién de las cromitides las cuales se pueden observar
en el microscopio de campo claro y son permanentes (32).

En el mismo afio (1974) se reportd el método Fluoresencia Plus
Giemsa (FPG) desarrollado por Perry y Wolff, en el cual se usd Hoechsat
33258 combinado con Giemsa. En esta técnica las células se replicaron du-
rante dos ciclos celulares en presencia de BrdUrd, los cromosomas obteni
dos fueron téﬁidos con Hoechst, posteriormente se expusieron a diferentes
periodos de luz exitante y finalmente se tifieron con Giemsa. Las cromaiti-
des que incorporaron BrdUrd en ambas cadenas de ADN se tifieron debil-
mente mientras que las cromitides que incorporaron BrdUrd en sblo muna
cadena tomaron una coloracién obscura (Fig. 1).

Las preparaciones FPG son permanentes y pueden ser claramente
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observa&as con el microscopio de campo claro (Fig. 2) realizando asi un
anilisis preciso del fendmeno de ICH (33),

La fuente luminosa para las técnicas FPG puede ser luz solar, luz
ultravioleta o fluorescente, |

Ia causa de la diferenciacién en las técnicas FPG es posiblemente
la pérdida del ADN con BrdUrd incorporada, la cual es provocada por el
tratamiento con luz o extraccidn con soluciones, por tal motivo la cromi-
tide que incorpora més BrdUrd pierde mis ADN y al tefiirla con Giemsa
aparece palida (34).

En 197 Scheres y col. obtuvieron unma tincién diferencial de las cro
.métides hermanas la cual es completamente opuesta a la obtenida en los
métodos FPG o a la técnica descrita par Korenberg y Fz'-eedlende; en 1974.
E;ilos encontraron que el colorante bisico Fucaipa “t':iAene' la pa;ti;ularid;}d de
teflir intensamente las croméitides bifilarmente substituidas con BrdUrd y
debilmente las unifilarmente substituidas, a esta técnica le dieron el nom-
bre de reverso de la tincién diferéncial de las cromatidés he'rma.nas (35).

Otra técnica en la cuz;l se obtuvieron resultados séﬁejantes es la tin
cién diferencial"de las cromitides hermahas despuds de la extraccién con
4cidos descrita por 'I‘aka.yan.m S. y Nakanishi (1977), en la cual los cromo
somas substituidos con BrdUrd durante dos ciclos de replicacién y subse-
cuente tratamiento con tripsina seguido de &cido percldrico n;ostraron una

clara tincidén diferencial de sus cromatides tefiidas con Giemsa (36).
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Sipnificado bioldgico

Se han reportado una gran cantidad de trabajos correspondientes al
fenémeno de ICH pero su significado bioldgico hasta el momento no ha si_
do determirado.

Wolff en 1974 encontrd que la luz ultravioleta (U.V.) induce ICH en
los diferentes estadqs del ciclo celular por medio de 1esi_one; persistentes
las cuales se expresan como ICH cuando la célula pasa a través de la eta
pa de sintesis del ADN (S). Demostrando asi que el proceso de ICH re-
quiere el pa-so-de la célula por la etapa de sintesis (S) (37).

Otra evidencia que sugiere que el intercambio de doble banda entre
las cadenas de ADN sé lleva acabo durante o inmediatamente que se .ha
fo?médo la horquilla de replicacién es propuesta por Kato en 1980, se ba
“'sa en que la Irecuencia ‘de 1CH indiicidd por la luz azl fluorescente pare
" ce incrementar como se incrementa el nimero de puntos de sintesis ADN
{(36). V

En base a que en el.momento en que se real_iza la s{nfesis del ADN
es cuando las cadenas se éncuentran lo suficientemente u;zid:fs en las zo-
nas homélogée, se puede conjeturar que éste es el momento indicado para
que se realice el ICH el cual al parecer se lleva acabo de una manera
.. simétrica y equivalente a nivel molecular. En este mon;xento ‘este proceso
‘requerirfa d-e-menor cantidad de nergia ya que después de la sintesis se n_é_
cesitar{a de sistemas de reconocimiento y asociacién de las moléculas de
ADN va duplicadas, por lo cual este proceso requiere de mucho mis ener

gia que el anterior (39).
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Si bien estas evidencias concluyen que el ICH se lleva acabo durante
la etapa de sintesis el mecanismo preciso por el cual se realiza no ha si-
do determinado y sdlo se han propuesto algunos posibles mecanismos. Uno
de éstos es el propuesto por Painter en 1950 y menciona que el dafio al
ADN retarda los puntos de crecimiento de la duplicacién del ADN y rompe
el programa de replicaciéq de los clusters (agrupamiento de duplicones') con
tinuos, de esta manera el ADN permanece irreplicado por mucho tiempo y
ésto incrementa la probabilidad de la produccién de rupturas dobles de la
cadena parental de ADN después de que el cluster ha finalizado la replica-
cidn. Cuando ésto sucede hay una asociacidén al azar de las cadenas hijas
o parentales con el ADN parental del cluster adyacente semireplicado. Si
esta asociacidn se realiza con hs cadenas hijas y la replicacidon de otros
clusters finaliza, el proceso normal de ligamiento completa el intercambio.

Este modelo se basa en cuatro puntos fundamentales:

1. - La elevada frecuencia de ICH encontrada después del dafio produ-
cido por agentes que causan lesiones en el ADN que retardan la progresidén
de puntos de crecimiento. Agentes tales como la mitomicina C.

2.~ La produccién de ICH es muchas veces menor que el niimero de
lesiones en el ADN.

3. - En pacientes con el sindrome de Bloom la sintesis de ADN pro-
cede mas lentamente y hay un niimero basal de ICH muy alto.

4. - La existencia de una topoisomerasa II que es capdz de producir y

reunir rupturas dobles (40).
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Otro modelo de la foz:macién de ICH es el propuesto por Ishii y Ben
der en 1980 el cual se basa en los resultados obtenidos con inhibidores de
la sintesis de ADN, los cuales aumentan la frecuencia de ICH basales >y
inducidos con luz U.V. en el mismo porcentaje a las mismas concentracio
nes y sugieren que los ICHs basales y inducidos pueden surgir por un me
canismo comin. Debido a que estos inhibidores actiian por inhibicién direc
ta de la ADN polimerasa o deteniend-o la elongacién pero no por una accidn
d_irecl'a sobre la polimerasa: parece que la elongacidn de la. cadena es'un
momento sensitivo para la produccién de ICH,

Con los argumentos anteriores proponen el modelo de formacidén de
. ICH lNamado desviacién duplicativa en el cual se propone que una interrup-
cién de la cadena hija adyacente a una ‘a una cadena portadora de un dafio
(dimero) comunmente es reparada pero en ocasiorsla gadena parentai por.
tadora del dafio cerca de la horquilla de replicacidén se rompe en éste sitio,
&sta puede unirse con el extremo final de la cadena hija de la misma pola
ridad, la otra cadena parental eni;onces sufre una ruptura cerca del final
de la cadena hija complementaria de la cadena; portadora del dafio y se una
con ésta (41).

Otro aspecto importante del fenémeno de ICH es la existencia espon-
tanea o basal de estos intercambios. Sobre este aspec;to se han desarrdla-
do diversos trabajos que tratan de esclarecer dicho problema.

Los anilisis autorradiograficos de cromosomas que incorporaron timi
dina tritiada indican que todos los ICH&s fueron inducides por el sistema

utilizado para su eteccidén, esta conclusidn se basa en el descubrimiento
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de que la produccién de ICH depende de la incorporacidn de latimidina,
tritiada, sin embargo esta conclusidn no es del todo cierta debido a que
esta técnica presenta muchas limitaciones.

El uso de nuevos métodos basados en la incorporacién de BrdUrd
aunque muestran una determinacién precisa de los ICHs no han podido
aclarar si existe una proporcién de ICH s espontanea incluida en la frecuen
cia basal, o todos los ICHs son producidos por la incorporacién de Brd-
Urd ya que se ha observado que la frecuencia de ICH se incrementa pro-
porcionalmente al incremento de incorporacidn de BrdUrd

Con estos métodos se pueden determinar los ICH a bajas dosis de
BrdUrd y consecuentemente se puede realizar una curva dosis respuesta
para conocer la existencia de ICHs espntaneos.

Kato en 1974 utilizando la técnica de Latt (1973) examind la frecuen
cia de ICH como respuesta al incremento de concentracion de BrdUrd, ob
servando que a las minimas concentraciones que permiten el anilisis ciel
fenaméno, la frecuencia de ICH permanece estable (1.15 ICH/célula/ciclo
div.) (4‘2).

En el mismo afio Wolff y Perry con la técnica FPG no observaron la
estabilizacién de la frecuencia de ICH a bajas concentraciones de BrdUrd y
extrapolando a cero la curva dosis respuesta obtuvieron un valor de 3.31CH/
célula/ciclo div. y propone que el error estadistico asociado con los pun-
tos es tal que la curva puede atravezar cn cero ICH a cero concentracién
de BrdUrd, por consiguiente todos los ICHs son inducidos por la BrdUrd

(43).
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Los sistemas in ﬂy_g__ presentan una mejor alternativa para el escla
?ecimiento del problema, evitando las condiciones del cultivo de tejidos
que pudieran influir en .18' frecuencia basal de ICH.

Efectivamente  se “han obtenido evidencias ‘en donde la frecuencia ba=
sal de ICH en sistémasiq vivo es menor que en los sistemas in vitro

Tice en 1976 en un trabajo in vivo reporta resultados acordes con
los encontrads por Kato (1974), observando la no existencia de variacidn
en la frecueﬁcia de ICH obtenida con la minima com;entracic'm de BrdUrd
{I.9 ;mg/g) la cual permiite la défeccion de ICH a una concentracién de
7.5 Mg/g de peso, a partir de esta concentracidén la frecuencia de ICH
se incrementa y concluye qhe el ICH espohtineo in M_'fiene una frecuen
cia de 0.75 ICH/célula/ciclo div. (44).

Sin embargo Morales P. y col. en 1987 analizé la frecuencia espofi.
tanea-de los ICH in vivo por medio del método de diferenciacién en tres -
tonos, observando que la frecuenciade ICH en célul;'«:.srde 1%, 20,y 3 ai-
visidén en presencia de BrdUrd aumenta en cada ciclo de divisidén por lo
cual concluye que la frecuencia de ICH es directamente proporcional a la
incolrporacién de BrdUrd. Asi mismo encuentran una frecuencia espontanea
de 0.15 ICH/célula/ciclo div. la cual es mucho menor a la reportada en
ot'ros trabajos y propone que es posible que todos los ICHs fueran produ-

cidos por la BrdUrd (45).

ICH y radioproteccién

El analisis de ICH ha mostrado ser un sistema muy sensible para la

deteccién de agentes mutagénicos y antimutagénicos.
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Morales y col. usando este;.sistema;i_n il_vg__ han observado el efecto
de algunos mutigenos tales como Ciclofosfamida en células de médula 4sea
y glandula salival (46); Mitomicina C, Ciclofosfamida, Metil-Metano-Sulfo-
nato y Etfl-Metano-Sulfonato en células de médula dsea (47). Todos los mu
tigenos mostraron induccién de ICH en diferentes grados. Ademds han ob_
servado el efecto de la BrdUrd y dosis bajas de radiacidn gamma, de tal
imanera que -los rayos gamma a una dosis de (0. 36 Gy) son capaces de indu
cir ICH en células con. ADN sustituido con BrdUrd (48). En otro trabajo
encuentran que la radiacién gamma antes de la incorporacién de BrdUrd
también induce ICH en células de médula dsea y estos son persistentes
(49). También se ha obtenido evidencia de que las radiaciones inducen le-
siones capaces de producir ICH en el mismo locus en divisiones celulares
sucesivas (50).

Abramovsky et al en 1978 utilizan la determinacién de ICH y de via
bilidad in vitro para conocer el efecto de los rayos X y el efecto de la
L-cisteina administrada antes y después de la radiacién X en linfocitos hu
manos, encontrando que el incremento de ICH depende de la dosis de radia
cidn en linfocitos que fueron irradiados en la fese G1 de su'segunda divi-
8ién mitdtica, en linfocitos irraliados en G, no se detectd incremento sig-
nificativo de ICH debido a que éstos Gltimos ya habian pasado por la eta-
pa de sintesis que es la etapa mis probable. para que se lleve acabo dicho
fendmeno. Ademas la viabilidad celular fue marcadamente disminuida en
células irradiadas en G,, siendo éstas mis sensibles que las células G,

ya que las (ltimas tienen méas tiempo para recuperarse del daf producido
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por la radiacién X y reparar su ADN daflado antes de entrar a la etapa
de sintesis .

Los resultados obtenidos cuando la radiacién ocurrid en presencia de
L-cisteina indican que ésta es moderadamente efectiva en la ruduccién de
la frecuencia de ICH, la administracidén posterior a la irradiacién no pro-
duce reduccién de la frecuencia de ICH (51).

Recientemente se desarrollé un trabajo en el cual se analiza el efecto
radioprotector de la cisteamina sobre la induccién de ICH en células de
médula 4sea de ratém (in vivo) por radiacién gamma asf como el anilisis
de otros eventos citogenéticos (rupturas cromosbémicas, {ndice mitdtico y
tiempo generacional promedio). En los resultados se observa que la cistea-
mina pudo disminuir la induccidn de ICH por radiacién gamma en un 100%,
8in embargo no se observa modificacién alguna de la variacidn de los otros
eventos citogenéticos producida por la radiacidn gamma (52).

El hecho de que la cisteamina evit# la induccidn de ICH por radiacidn
gamma a diferencia de lo que ocurre con las rupturas cromosdmicas sugie-
re que estos eventos ocurren de manera independiente. Ademais se propo-
ne que no existe correlacién entre la modificacién dela variacidén de la fre-
cuenci; de ICH por cisteamina y el efecto de esta substancia sobre el in-
dice mitdtico y el tiempo generacional promedio.

En general se propone que la induccién de ICH por radiacién gamma
se da por la accidén indirecta de la radiacién mientras que la modificacién
de los otros pardmetros porbablemente sea por via directa por lo cual la

cisteamina no tiene efecto sobre éstos.
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OBJETIVO

Considerando el efecto que ha mostrado la cisteina para proteger a
las células del dafio producido por las radiaciones ionizantes, resulta de
gran inportancia probar este efecto en un sistema prdéximo a las condicio-
nes naturales como es el sistema in vivo.. Para evaluar la prtoeccidn po
cisteina del dafio producido sobre el ADN por radiacion se emplea el ani-
lisis de células de médula 6sea de ratdn in vivo tomando como pardmetro
la frecuencia de Intercambios entre Cromitides Hermanas (ICH), el cual
ha demostrado ser lo suficientemente sensible para la deteccidén del dafio
producido por radiacén, asi como otros eventos citogenéticos como Ruptu-
ras Cromosdémicas (RC), Indice MitStico {IM) y Tiempo de Generacién Pro
medio (TGP).

Por lo tanto el presente trabajo persigue el siguiente objetivo: ‘

Observar el efecto de la cisteina per se y sobre la induccidn de In-
tercambio entre Cromaitides Hermanas (ICH), Rupturas Cromosdmicas (RC)
y variacién en el Indice Mitdtico {(IM) y Tiempo de Generacién Promedio

(TGP) por radiacién gamma .



34

MATERIAL Y METODOS

Debido a las ventajas que proporcionan los sistemas in vivo para el
desarrollo del presente trabajo se selecciond el estudia de células de médu
da dsea de ratdén .El suministro de la"BrdUrd se realizd usando un método
desarrollado por Morales P. en 1980 basado en la inyeccidn intraperitoneal

del BrdUrd previamente adsorvida a carbdn activado (46).

Animales
Se trabajdé con machos de la cepa Balb C de aproximadamente 30+2g .
de peso y de dos a tres meses de edad, reproducidos en el bioterio del la
boratorio de Radiobiologia del Instituto Nacional de Investigaciones Nucléa-
res (ININ), alimentados con comprimidos purina.‘ Y mantenidos baje condicio

" nes controladas de temperatura y circulacién de aire.

Incqrp&;ac_i&n de BrdUrd

Para el suminist#o d-e Bromodesoxiudina (BrdUrd) a los animaies ex-
periment;ales .se realizd previamente su adsorcidén a carbdn activado, la cual
se lleva acabo mediante .ia agitacién de una solucidn acuosa de BrdUrd (Sigma
Chemical) (20 mg/ml) con 100 mg de carbén activado (Merck) por mililitro
de solucidn, realizada en la obscuridad durante 3 minutos. Esta adsorcidn
se realiza en condiciones estdriles de tal manera que el carbdn se esteri-
liza y se deseca al mechero antes de preparar la suspensién, la solucidn

acuosa de BrdUrd se eatveriliza al pasarla a través de un filtro
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milipore de 0.2 mecrémetros . Posteriormente se suministra intraperito-

nealmente con una aguja de 20X32 mm.

Cosecha y obtencién de preparaciones de cromosomas

22 hr después de la inyeccidn intraperitoneal de la suspensién BrdUrd-
carbdén activado, a los ratones se les suministrd una solucidn acuose de
colchicina (Sigma) a una dosis de 15 ug/g de peso corporal por medio de
una inyeccidn intraperitoneal y 2 hr m4s tarde fueron sacrificades por ds_
locacidén cervical.

Posteriormente se disectaron los fémures, se limpiaron y se corta-
ron por los extremos para extraer las células de la médula 4sea inyectan
do por uno de sus lados 2ml de buffer fosfato salino o medio basal Eagle
{PBS) a 37° C y por el otro se recuper§ todo el contenido en un tubo de
centrifuga. La suspensién celular se resuspendié y se centrifugd a
1200 rpm. durante 5 minutos, despues se tird el sobrenadante dejando 86
lo 0.5 ml para resuspender le botdn celular, a éste se le agregaron 6 ml
de la solucidn hipoténicade cloruro de potasio KCl {0.075 M) y nuevamente
seresuspendié. A continuacidn se incubaron a 37° C durante 15 min. y se
prosiguié con una centrifugacién a 1200 rpm. durante 5 min., se tird la
solucidn hipotdnica y las células se fijaron con 6 ml de fijador (icido acé
tico: metanol, 3:1) durante 15 min. a temperatura ambiente. Se realizaron
3 cambios de fijador por medio de centrifugaciones subsecuentes; finali-
zando la iltima sblo se agregé 0.5 ml de fijador para resuspender las
células.

Posteriormente se procedid a hacer las preparaciones usando porta
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objetos limpios y frios en los cuales se goted la suspensidn celular, fi-

nalmente se secaron al aire o al mechero.

Tincidén diferencial de las cromaitidas hermanas

Para la tincién diferencial de las cromatides se wusd una técnica
basada en el método de Wolff y Perry (1974) empleando bibencimida de
Hoechst (43).

A las preparaciones de cromosomas se les agregaron 5 a 6 gotas de
una solucidén de Hoechst 10-4 M, se cubrieron con un cubreobjetos y per-
manecieron en la oscuridad durante 10 min., a2 continuacidén se colocaron
en cajas petri .con amortiguador Fosfato de Sodio (1.16 M)- Citrato de
Sodio (0.04 M} a PH 7.0 como sobrenadente de tal manera que las lamini
llas siempre quedaron en contancto con este buffer de diferenciacién pero
nunca totalmente sumergidas. De esta manera las laminillas se colocaron
bajo una limpara de luz negra General Electric de 35 watts a un centri-
metro de distancia durante 50 - 30 min.

Posteriormente las laminillas se incubaron a 60°C (baflo maria)
sumergidas en una solucién de SSC 2X (0.3 M NaCl - 0.3 M citratotrisd
dico) durante 15 min. y finalmente se tifleron con Giemsa al 5% en amor-

tiguador de fosfatos (0.01 M) durante 30 min.

Cisteina
La cisteina en solucién acuosa fue administrada a una dosis de 600

mg/Kg de peso por medio de una inyeccidn intraperitoneal. En el caso del
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tratamiento cisteina previo a la radiacién ésta se inyecto 30 min. antes de

la exposicién a la radiacién.

Irradiacidn
La irradiacién de los animales se llevd a cabo en diferentes fuentes
de radiacién A los primeros animales se les expuso a la radiacidén en la
) . o0
fuente Vick Rzd Co durante 10 segundos, recibiendo aproximadamente una
dosis de 0.7 Gy. La dosis 2 Gy se les suministrd a los ratones exponien-

dolos a la fuente Teratrdn durante 17 min.

El analisis del ICH se realizd en 30 células en metafase por ratdn,
las cuales tuvieran cromosomas con sus cromatidas claramente diferencia-
das y con nimero cromosdémico completo 40 cromosomas y en caso necesa_
rio se analizaron células con 39 cromosomas. Cuando se presentaron dudas
sobre el anilisis de alguna metafase se realizaron conteos por mias de un
observador.

L.os ICH s dudosos no se tomaron en cuenta.

Rupturas Cromosdmicas

El anialisis de las Rupturas Cromosdémicas (RC) se realizd en las
mismas células en las que se determind la frecuencia de ICH. Y se consi-
dero que la presencia de un dicentrico y/o dos fragmentos cromosémicos
representaban dos rupturas al igual que la presencia de un anillo, mientras

que las rupturas simples se consideraron en el caso de un sdlo fragmento.



Cuando se presentaron dudas se pidié la oponién de otro. observador.

Indice Mitdtico
Para el andlisis del Ialice Mitdtico (IM) se realizd simultineamente
dos conteos independientes de 1000 células en cada animal y se consideraron
en divisién Gnicamente a las células en metafase.

Tiempo de Generacidén Promedio

Mediante la tincién diferencial de las cromatides hermanas cs posible
distinguir a las células que han pasado por uno, doso tres ciclos de divi-
8idn, de tal manera que las células que presentaban cromosomas sin di-

ez : 20: . a L.z
ferenciacién de sus cromatides se consideraron de 1 divisidn, las que
presentaron todos los cromosomas con una cromatide clara . la otra obs-

a .. a . = o
cura de 2 div. y de 3~ cuando en éstas se presentaba el 50% desus cro-
20
mosomas con ambas cromatides claras.
Para calcular el Tiempo de Generacién Promedio (TGP) se usé la

siguiente ecuacidn propuesta por Ivett, J. L. y Tice ,R.R. en 19:2 (53).
T

TGP: - a a
(% 17 div.X1) - (% 2% div X 2} + (% 3" div X 3)

Donde T= tiempo de administravidon de la BrdUrd .
Se analizaron 300 células por ratén de las cuales se obtuvo el porcen-
a 2
tage de las de 1a, 2, v 3a divigion.
Estadfstica

Los datos se expresan como el promedio (X) , mas o menos la des-

viacién estandar (S), y en las tablas se hace mencién de esto
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Los resultados se compararon por medio de la prueba t de Student.

Protocolo’

Para determinar el efecto de la cisteina sobre la induccién de ICH
por radiacién gamma se manejaron los grupos Control, Cisteina, Irradiado
y Cisteina-irradiado de la siguiente manera.

En el grupo control o testigo sdlo-se-administrd la BrdUrd, para es-
tablecer el valor basal de ICH a una concentracion dada de BrdUrd (1.0
mg/g de peso y 1.5 mg/g de peso).

Para conocer_ei efecto de lé. cisteina per se se formd el grupo Cis-
teina en el cual a los ratones integrantes se les suministrd por medio de
una inyeccién intraperitoneal una solucién acuosa de cisteina a una dosis
de 600 mg/kg de peso corporal, una hora antes de la inyeccidn de la Brd-
Urd.

El dafio radioinducido se observé por medio del anilisis de los . rato-
nes del grupo-irradiado a los cuales se les expusa. a_una dosis de radia-.
cién de 0.7 0 2.0 Gy, 30 minutos antes de la incorporac'ién de BrdUrd.

Y finalmente én el grupo Cisteina-irradiado se les suministrd ux;a. do-
sis ,de 600 mg/kg de peso corporal y 30 minutgs después.se irradiaron a

las dosis antes mencionadas, inyectandoles la BrdUrd 30 minutos después.
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RESULTADOS

Con el método empleado en el presente trabajo las células en meta-
a ... .2 : i o
fase de 2 division presentaron cromosomas con una clara diferenciacidon de
sus cromatides hermanas, con los cuales se realizd un andlisis preciso de
los ICH. La figura 2 muestra un ejemplo de una célula de cada grupo expe_

rimental.

Efecto de la cisteina sobre la induccidn de Intercambios entre Cromitides

Hermanas (ICH) por radiacién gamma

Como se observa en la tabla I el valor basal de ICH 3.0 ICH/célula
fue el mismo para ambas dosis de BrdUrd (1.5 mg/g y 1.0 mg/g).

La radiacion gamma a las dosis empleadas 0.7 Gy y 2.0 Gy tiene la
capacidad de inducir ICH, este efecto se observd al comparar el valor ba-

sal (3.0 ICH/cé&lula) con los valores obtenidos con los grupos irradiados
(4.5 y 4.4 ICH/célula) antes de la incorporacién de BrdUrd . La diferencia
de los valores de estos grupos resultd ser altamente significativa p<0.0001
y p<0.002 respectivamente.

Ademis se observa que la cistéina_g_e_;_s_g no induce ICH ya que los
grupos controles y los tratados con cisteina presentan el mismo valor de
la frecuencia de ICH 3.0 ICH/célula.

Con respecto al efecto protector de la cisteina, en este caso se obtu-
vo que ésta no fue capaz de disminuir la induccidén de ICH por radiacidn
gamma. Los resultados obtenidos para los grupos irradiados respecto a los

grupos cisteina-irradiados muestran que entre &stos no hay diferencia sig-
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nificativa.

En general se puede observar en la tabla I que los resultados de
los grupos tratados {usando una dosis de 1.5 mg/g de BrdUrd, 600 mg/kg
de cisteina y 0.7 Gy de radiacién gamma} y el grupo control (1.5 mg/g de
BrdUrd) son muy parecidos a los obtenidos usando 1.0 mg/g de BrdUzd,
600 mg/kg de cisteina y 2.0 Gy de radiacién. Por lo cual en suma se ob-
tiene que la cisteina per se no induce ICH, la radiacién gamma es capaz
de inducir ICH y que esta induccién no puede ser evitada por la presen-
cia de la cisteina.

En la figura 3 y 4 en la que se grafica la frecuencia acumilativa
respecto al nimero de ICH/célula muestran que el comportamiento de las
poblaciones celulares de los grupos controles y cisteina es muy semejan-
te,ademas los grupos irradiados y cisteina-irradiados también se compor-
tan de una mankra similar pero la curva se despléza hacia frecuencia mas
altas, observandose uma clara diferencia del comportamiento de éstos gru-
pos con el de los anteriores. |

En la figura 3 se observa que el 50% de la ploblacién del grupo con-
trol y cisteina tienen un valor aprox.. de 2,5 ICH/c®%lula en comparacion
con el obtenido para el irradiado y cisteina-irradiado .que es de aprox.
3.5 ICH/célula.

.Por otro lado se observa que en el grupo control y cisteina la fre-
cuencia de células con 3.0 ICH/célulao'mis es de aproximadamente el

35% mientras que para los grupos irradiado y cisteina - irradiado hay
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aproximadamente un 60% . Ademis se observa que aproximadamente el 3%
de las células irradiadas presentan un valor mayor a 10 ICH/célula {10-16)
el cual no se presenta en ningun otro grupo.

En la figura 4 se obsérvan resultados semejantes a los anteriores en
los cuales el 50% de las células del grupo control y cisteina tiene un valor
aprox de 2.3 ICH/célula y para los grupos irradiado y cisteina-irradiado
es de aprox. 3.5 ICH/célula. La frecuencia de células con 3 ICH/célula o
mais para el grupo control y cisteina es de aproximadamente el 35% y para

el irradiado y cisteina-irradiado es de aproximadamente el 65%.

Efecto de la cisteina sobre la induccidén de Rupturas Cromosdémicas (RC)

por radiacidén gamma

En la tabla II se observa que la radiacién gamma también es capaz
de‘inducir rupturas cromosdmicas. En los grupos controles no se observd
alguna ruptura cromosdmica, en cambio en los grupos irradiados se obser-
vé 0.026 RC[célula. (0.7 Gy)‘y 0.025 RC/célula) (2.0 Gy).

La cisteina..ge_g se no induce rupturas cromosémicas pero tampoco
tiene aig(m efecto sobre la induccién de éstas por radiacién gamma. En
el grupo cisteina-irradiado (0.7 Gy) se observa una reduccién de la induc-
cién de las rupturas cromosdmicas pero en contraste a esta reduccidn el
otro grupo cisteina-irradiado presenta un incremento del valor de RC, por
lo cual no se puede afirmar que la cisteina tenga algln efecto sobre la in-

duccién de RC por radiacién gamma.
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Efecto de la cisteina sobre la modificacidon de Indice MitStico por radia-

cidn gamma.

Los valores obtenidos del Indice Mitatico (IM) se muestran en la ta-
bla III, observandose para los grupos controles un valor de 39.0 metafases/
103 células. y 43.6 me(:afaaes/l.o3 células. Ademis se observd que la ra-
diacién gamma 0.7 y 2.0 Gy no modificé el fndice mitético.

En el primer grupo tratado con cisteina aunque se observa una reduc
cidén del IM, ésta no fue significativa, sin embargo en el otro grupo trata-
do con cisteina la reduccién del IM resultd ser significativa (p 0.03) obte-
niendose un valor de 37.0 metafases/célula. Lo anterior sugiere que la

cisteina per se induce muerte celular.

Efecto de la cisteina sobre la modificacién del Tiempo' de Generacidn Pro-

medio (TGP) producida por radiacién gamma

Con respecto al Hiempo de generacién promedio se observa (tablas IV)
que la radiacién gamma aumenta el tiempo del proceso de divisién celular,
Para los grupos controles se obtuvo un TGP de 12 hr y 11.8 hr a diferen-
cia de los grupos irradiados 12.8 hr (0.7 Gy) y 13.2 hr (2.0 Gy), ambos
resultados presentaron diferencia significativa respecto a su control.

Este fue el finico evento citogenético en el cual la cisteina suminis-
trada antes de la irradiacién presentd efecto protector. El incremento del
TGP prod\;cido por 0.7 Gy de rad. gamma es completamente evitado por
la presencia de la cisteina, mientras que el incremento inducido por 2.0

Gy 8dlo es parcialmente evitando, de tal manera que los grupos cisteina-
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irradiados presentaron un valor de 1L 9 hr y 12.7 hr los cuales no pre-
sentaron diferencia significativa respecto asis controles.
La cisteina per se no modifica el Tiempo de Generacién Promedio

(TGP).
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DISCUSION

E fecto de la cisteina sobre la induccidon de ICH por radiacién gamma

El valor basal de ICH (3.0 ICH/células) obtenido en este trabajo es-
td de acuerdo con los valares encontrados (in vivo) por Morales P. (19564}
(47), Mendiola M. T, (19¢7) (52) y Rodriguez R. (1981) (54) los cuales son
menores a los .obtenidos in wvitro

Se ha obser\;ado tanto en trabajos in vitro (51) coma en trabajos in vivo
(39,48, 49, 52) que la radiacidén a dosis tan bajas como 0.5 - 2.0 Gy produ-
cen estimable induccién de ICH. Morales P.R (1984) ha obser'vado.que el .
comport‘amiento de las curvas de induccién de ICH i)or radiacién antes o
después de la incorporacién de BrdUrd es completamente diferente, en el
caso de induccidén de ICH por radiacién gamma despues de la incorporacién
de BrdUrﬁ ia respuest:; es lineal en el intervalo.pfobaéo (0:(‘). 6i'Gy), con
una realciéx;l dosis-efecto de 8.4 ICH 8/Gy.” En cambio la induccion de ICH
por radiacién gamma antes de la incorporacién de BrdUrd es .bastante menor
y aparentemente tiene dos pendieh;:es, una entre 0-0.6 Gy con una r-ela.cié.x;' o
de 2.5 ICH/Gy y otra entre 0.6 y 1.9.Gy con una relacién de 0,62 ICH‘/C&
(39). |

En el presente trabajo se presentd el mismo incremento de ICH (1.5
ICH/cél) inducido por dosis diferentes de radiacién (0.7 y 2.0 Gy). Est'o es
probablemente debido a que el suministro de la BrdUrd fué posterior a la
radiacién (30 min) por lo cual le corresponde la curva de induccién de ICH

por radiaciébn gamma antes de la incorporacién de BrdUrd econtrada por
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Morales PR (1984) yalas dosis empleadas les corresponde la segunda pen
diente de la curva, Ademds hay que tomar en cuenta que la exposicidén a la
radiacidén se efectud en diferentes fuentes radioctivas las cuales tienen di-
ferente razdén de dosis (0.7 Gy en 10 seg. Vickrad 2000 y 2.0 Gy en 17
min. Teratrdn. En el presente trabajo se presentd un incremento de 1.5
ICH/célula (1.0 Gy aprox.}) el cual no es de la misma magnitud que el en-
contradc por Mendiola M.T. 1987 (2.5 ICH/célula) (1.0 Gy) (52), sin em~.
bargo este incremento es una evidencia de la induccidn de ICH por radia-
;ic’m en sistemas in viva

Existen resultados contradictorios de la irfluencia de los aminotioles
cisteina y cisteamina sobre-~la frecuencia de ICH, mientras en un estudio
se encuentri una marcada in&uccién de ICH por cisteina (55) en otro tra-
bajo se-obtuvo una nula in_duccif)n de ICH por este compuesto (56). En @-
bos trabajos fealizados en diferentes lineas celulares de hamsterachino la
cisteamina produjo una fuerte induccién de ICH

Speit en 1982encontrd que la cisteina, cisteamina y qista.mi_na no cau
sap iﬁcremento de la frecuencia de ICH en linfocitos humanos, en contras-
te co.n lo que sucede en células V.79 en las cuales si existid una inducciln
de ICH por cisteamina y cistamina. Propone que la formacidn de H,0, de-
bida al proceso de autoxidacién de los compuestos aminotioles posiblemente
sea la causa de la induccién de ICH por estos compuestos, por lo cual la
variacién dicha de induccidn estd rela.c.ionada con la diferencia de la acti-

vidad catalidsica de los tipos celulares- envolucrados en virtud de que las

lineas celulares permanentes tienen reducida actividad catalisica mientras
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que la sangre parece tener una alta capacidad para degradar el HZOz (57)

La cuestidn resulta interesante respecto al conocimiento del efecto
de los aminotioles in viva para lo cual se ha observado que la cisteami-
na per se no induce ICH en células de médula dsea de ratén (in vivd (52)
ademis los. resultados obtenidos en éste trabajo apoyan que la cisteina
no induce ICH en el mismo tipo celular.

Con respecto al efecto de la cisteinz sobre la induccibén de ICH por
radiacién gamma, la nula proteccidn conferida por este aminotiol no con-
cuerda con los resultados obtenidos por Abramovsiy en 1976 quien reportd
que el suministro de L-cisteina a linfocitos humanos previo a la radiacién
X fue moderadamente efectiva en la reduccidn del incremento de la frecuen
cié. de ICH. El obtuvo un valor de ICH de tres veces el valor control en
linfocitos expuestos a radiacién y con la proteccidn de la cisteina sdlo se
observé un valor del doble del control. El autor llegd a la conclucidn de
que la Li-cisteina actla por enlazamiento y estabilizacién de las partes de
la hélice no cubiertas por histonas produciendo dos efectos benéficos; pre-
vex'1ir las lesiones primarias y segundo reduciendo la tasa de replicacién
del ADN (51).

No ‘obstante el mecanismo de esta accién protectiva es todavia tpate-
ria de disucusidn .

El hecho de que la cisteina tenga un efecto protector sdlo cuando es
administrada antes del mutdgeno sugiere que la cisteina racciona directa-
mente con el mutigeno o sus subsecuentes productos y que su actividad se
basa en la prevencién del daffo mdis que envolucrada en el proceso de re-

paracién.
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Debido a que la cisteina reduce la induccidn de ICH por sustancias
formadoras de radicales libres in vitro (58) o por exposicidn a radiacidén
in vitro, se propone que los radicales libres estin involucrados directa-
mente con la induccién de ICHy que la depuracidn de radicales libres jue-
ga un papel importante en la accidn protectora de este compuesto.

Recientemente Mendiola M. T, (1987) ha desarrollado un trabajo en
células de médula 6sea de ratén in vivo en el cual concluye que la induc-
cién de ICH por radiacidn es debida al efecto indirecto (via radicales li-
bres) ya que puede ser completamente evitada por la accidn de la cisteami
na atrapando los radicales.

La proteccidn conferida (in vitro)por los compuestos aminotioles de-
pende de varios factores tales como pH, concentracién, pK y temperatura
(59).

En un primer estudio realizado por Devik en 1952 (11) acerca,_@el efec
to de la cisteina sobre el dafio cromosémico inducido por la radiacién en
células de médula 4sea de ratén in vivo no se presentd un claro efecto
cuando la cisteina no fue ajustada a pH 7, sin embargo en un segundo
trabajo (12) se observé que el efecto protector es significativo y consisten-
te cuando se usd una solucidn de cisteina ajustada a pH 7 por adicidén de una
golucién de hidrdxido de Sodio 8%.

Estos trabajos probablemente pueden explicar el hecho que en los ex-
perimentos aqui realizados no se haya encontrado una reduccidn de la in-
duccidén de ICH ya que la cisteina no fue ajustada a pH 7.0 y el pH de la

gsolucidon fue de 5.0.
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Efecto de la cisteina sobre la induccién de Rupturas Cromosdmicas (RC)

por radiacién gamma

La radiacién ionizante constituye una fuente de dafio fisico al ADN
de los orgamismos ya sea por el efecto directo o por el indirecto, siendo
las principales lesiones las rupturas de cadena doble , rupturas de una
sola cadena y dafio a las bases,todas ellas son capaces de producir rup-
turas cromosdémicas por el producto de la lesidn mis la actividad de re-
paracién o por la falta de ésta .

En numerosos trabajos se ha establecido que la radizacidn induce al-
teraciones cromosdémicas (11,12,17, 39, 45,52), los resultados de esta te-
8is es otra evidencia de la induccidén de RC por radiacién gamma ya que
a dosis de 0.7 y 2.0 Gy se presentd una frecuencia de 0.026 RC/célula
y 0.025 RC/célula. Ademis se observa que casi no hay diferencia entre
la induccién de RC por 0.7 o 2.0 Gy, esto tambien es posiblemente de-
bido a lo antes mencionado respecto a la diferencia de las razones de dg
sis empleadas, sugiriendo que la razdén de dosis juega un papel importan
te en el efecto de la radiacidn.

La cisteina no es capaz de evitar o disminuir la induccidn de RC
por la radiacién. Estos resultados son similares a los previamente obser-
vados con cisteamina en el mismo sisterna experimental y en el cual se
concluye que las RC se producen por la via directa de la radiacién ya que
la induccidn de éstas no puede ser evitada por la cisteamina (52).

En oposicidén a los resultados obtenidos aquf, Devik en 1954 en célula

de médula Dsea de ratén ..encontrd que la cisteina reduce la induccién de
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fragmentos cromosdmicos producidos por la radiacién (12), Sasaki y Mat
subara en 1977 observaron que las aberraciones cromosdémicas inducidas
por radiacidén gamma en linfocitos humanos pueden ser disminuidas por
la accidén de la cisteina y cisteamina (17).

De acuerdo a ebtos estudios es posible que las RC no sélo se pro-
duzcan por el efecto directo de la radiacién.

Efecto de la cisteina sobre la modificacidon del Indice Mitdtico (IM)

por radiacibn gamma

Es bien conocido que la radiacién induce innibicidn de la divisidn y
muerte celular y ésta es dosis-dependiente pero alin no se ha establecido
8i los compuestos cisteina y cistamina son capaces de evitar tal induccién.
Sin embargo existe elgunas evidencias sugestivas.

Devik en 1954 encontrd que la cisteina no tuvo efecto en la reduc-
cién del nlimero de mitosis después de dosis bajas (2Gy) de radiacidén (12).
Se h# observado el mismo efecto para la cisteamina (52).

En el presente trabajo no se pudo analizar el efecto antes menciona-
do debide a que no se observé alguna modificacién del IM por la .radiacién
de tal manera que no existié diferencia entre los valores de los controles
y los irradiados.

Con respecto al efecto de la cisteina per se se observa una reduc-
cién del IM en todos los grupos en los que la cisteina se encuentra pre-
sente, sin embargo en s6lo uno de ellos se presentd diferencia significa
tiva respecto al control, por lo tanto la cisteina per se posiblemente

inhibe la divisidn celular.
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Efecto de la ciétei.n-a- soBre la modificacién del Tiempo de Generaciéon Pro-

medio (TGP) por radiacion gamma

El aumento del Tiempo de Generacion Promedio (TGP) producido por
la radiacién gamma esti de acuerdo con los resultados obtenidos por Yu y
Sinclair en 1970 en células V79-S171 de hamster chino in vitrg observando
que las células irradiadas sufren un retardo mitdtico (60).

Morales et al (1984) en c&lulas de médula dsea de ratdn in vivo ob-
servaron algunos cambios en el TGP a través de diferentes periodos
post-irradiacién producidos por 1.9 Gy de radiaddn gamma . Para un tiem
po post-irradiacién de 24 hr se observd un incremento del TGP de mais de
una hora (la BrdUrd se inyectd inmediatamente después de la radiacidn),
para los tiempos 48 y 72 hr se observd un decremento de 1 y 2 hr res-

pectivamente y para los tiempos 9& y 168 hr el TGP se incrementa hasta
alcanzar el valor del controi {(12.4 br) (la BrdUrd se suministrd 24 hr an-
tes del sacrificio).

Ellos han propuesto el significado bioldgico de la raduccién del TGP
es la mortandad celular inducida por la radiacidn lo que trae comwo conse
cuencia que un mecanismo homeostitico del organismo trate de recompen-
sar esta diferencia induciendo la proliferacién de células precursoras que
normalmente no estin en divisién, pero que debido a la situacién de emer
gencia se dividen mis activamente reduciendo el TGP ({47) .

Los resultados aqui presentados indican que no existid una mortandad

celular por la radiacidn, posiblemente el .aumento del tiempo de divisidn
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CONCLUSIONES

De los resultados de la presente tesis se puede concluir que bajo

las condiciones experibmentales usadas:
1.~ La cisteina no tiene la capacidad de proteger a las células contra la
induccién de ICH por radiacidén gamma .

2.- La cisteina per se no induce ICH, ni rupturas cromosdémicas y no

modifica el TGP.
3.- La cisteina per se posiblemente inhibe la divisién celular.

4.~ La radiacién gamma aumenta el TGP, lo cual es evitada por la pre-

sencia de cisteina.
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TABLA I

E FECTO DE LA CISTEINA SOBRE LA INDUCCION DE INTERCAMBIOS

ENTRE CROMATIDES HERMANAS (ICH) POR RADIACION GAMMA

++
BrdUrd RADIACION  CISTEINA ICH/CELULA N
(mg/g) (Gy) (mg/kg) X+S
1.5  emmeee memaas 3.0+0.33 6
NS
1.5 e 600 3.0+ 0.39 5
1.5 0.7  —eee- 4.5 + 0. 45%%% 5
1.5 0.7 600 4.3 40, 39%% 5
[
1.0 emeem e 3.0 +0.37 5
1.0 eeee- 600 3.0 + 0.49 NS 4
1.0 2.0 eeee- 4.4 +0.35% 4
1.0 L 2.0 600 4.4 40, 52%* 4

P<406. 002%, p<£0.005%%, pLp, 0001%%¥, NS no significativo respecto a su
control prueba t de student.
++ 30 célula analizadas por ratdnm.

N Niimero de ratones analizados.



TABLA II

EFECTO DE LA CISTEINA SOBRE LA INDUCCION DE RUPTURAS

CROMOSOMICAS (RC) POR RADIACION GAMMA

BrdUrd RADIACION CISTEINA  RG/CELULA'Y
(mg/g) (Gy) (mg/kg) Xts
1.5 e e 0.0
1.5 SR 600 0.0
1.5 O 0.026 + 0. 015
1.5 0.7 600 0.013 + 0. 016
1.0 eeeem aeeee 0.0
1.0 —mee 600 0.0
1.0 2.0 S 0.025 + 0.017
1.0 | 2.0 600 0.033 + 0.47

N Namero de ratones analizandos.

++ 30 células analizadas.
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TABLA III

EFECTO DE LA CISTEINA SOBRE LA MODIFICACION DEL INDICE MITO.

TICO (IM) INDUCIDA POR RADIACION GAMMA

BrdUrd RADIACION CISTEINA INDICE MiToTICO ' N
(mg/g) (Gy) (mg/kg) X+8
1.5 C mmmee mmaas 39.0+ 9.6 6
NS '
1.5  eeee- 600 36.4 +12.4 5
NS
1.5 0.7 ———— 49.0 +10.2 5
1.5 0.7 600 34.0 4 3.8 .5
1.0 eeee- Y aeean 43.6 +4.0 5
1.0 ———— 600 37.0 + 2, 7% 4
NS -
1.0 2.0 ————- 38.0 + 9.1 4
NS
1.0 2.0 600 37.0 4 6.6 4

*p£D. 03, NS no significativo respecto a su control
N Namero de ratones analizados.

++ Nimero de metafases en 1000 células analizadas,
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TABLA IV

EFECTO DE LA CISTEINA SOBRE LA MODIFICACION DEL TIEMPO DE

GENERACION PROMEDIO (TGP) POR RADIACION GAMMA

++

BrdUrd RADIACION CISTEINA TGP N
(mg/g) (Gy) (mg/kg) Xt+s
1.5 eemee e 12.0 + 0.4

NS
1.5 e 600 - 11.5 + 0.35
1.5 0.1 e 12.6 + 0.46"
1.5 0.7 600 11.9 + 0.5
1.0 emmee S 11.8 + 0.6

NS
1.0 aeees 600 12,0 4 0.48
1.0 2.0 — 13.2 & 0. 25%

NS

1.0 2.0 600 12.7;-}:0.3

*p&0.01, NS no significativo respecto a su control, prueba t de student.
N Nimero de ratones analizados.

++ 300 células analizadas por ratdnm.
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Fluorescencia Plus Giemsa
Brd Urd

la. Divigidn

2a. Divisidn

3a. Divisibn

FIG. 1. DIFERENCJACION DE LAS CROMATIDES HERMANAS POR

MEDIO DE LA TECNICA FLUORESCENCIA PLUS GIEMSA.



Fig.. 2a METAFASE GPO. Fig. 2 b METAFASE GPO.
CONTROL CISTEINA

gt et s i

Fig. 2¢ METAFASE GPO. Fig. 2d METAFASE GPO.
IRRADIADO CIS-IRRAD.

TFig. 2 Metafases de los grupos experimentales, a) control, b) cis-
teina, c) irradiado, d) citeina-irradiado .

En las metafases
c y d se observan rupturas cromosdmicas dobles, un ani-
1lo cromosdémico y un cromosoma dicéntrico respectiva--
mente.
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FRECUENCIA ACUMULATIVA (%)

100
90+
801

Brdu

1.Emg/ g

0 CONTROL

O CIST. . {S00 mg/kg)

O RAD. (0.7 Gy)

® CIST.+ RAD. (600mg/kgy 0.7 Gy)

8 9 0 Il 12 13 14 IS 16

| CH/CEL

FIG. 3 EFECTO DE LA RADIACION, CISTEINA PER SE Y CISTEINA

MAS RADIACION SOBRE EL NUMERO DE ICH/CELULA
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FRECUENCIA ACUMULATIVA

100- Brdu 0.1 mg/g

O CONTROL

A CIST. (800 mg/kg)

O RAD. (20 Gy)

® CIST RAD. (600mg/kg; 2.0 8y)

Ll ¥ L L)

7 8 9 10 H 12 13 1418
ICH /CEL

FIG. 4 EFECTO DE LA RADIACION, CISTEINA PER SE Y CISTEINA
MAS RADIACION SOBRE EL NUMERO OZ ICH/CELULA
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