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RESUMEN

El sistema SOS de Escherichia coli esti formado por varios
genes implicados en mecanismos de reparacién y/o tolerancia que
solamente se activan como respuesta al dafio en el genoma
bacteriano. la induccién de estas funciones puede cuantificarse
gracias a la técnica del cromoensayo, desarrollada por

Quillardet y Hofnung en 1985.

Utilizando esta prueba como indicador de dafio genético se
observé que en E.coli la respuesta a la radiacién gama difiere
en funcién de la razén de dosis. Lo anterior sugeria la accién
de un mecanismo de reparacién que se activaba con dosis bajas
de radiacién. Los resultados obtenidos a partir de cepas
deficientes en diversos mecanismos de reparacidédn construidas en
este laboratorio apoyan esa suposicidén. Se comprobdé ademds que
en los mutantes mads sensibles 1 Gy de radiacién gama es
suficiente para inducir las funciones S0S de dichas cepas al

doble de la tasa basal.



RADIACION

En el afio de 1896 el fisico Henry Becquerel, estudiando la
fluorescencia que presentaban ciertas sales de uranio (Kz2Uz202
{S804]2.2H20) al exponerlas a los rayos solares, hizo
accidentalmente un descubrimiento sorprendente. En sus primeros
experimentos habia observado que 1los cristales de uranio
después de exponerse a la luz solar ennegrecian una placa
fotografica, cualquiera gque fuese su intensidad luminica. En
una ocasién guardd una pequefia cantidad de muestra de las sales
(sin exponerlas previamente a la luz) en un cajdn cerrado sobre
una placa fotografica, para utilizarla posteriormente. Al
revelar dias después la placa se encontrd con que esta se habia
ennegrecido por completo exactamente en el sitio sobre el cual
se encontraba la muestra. Probd entonces otras sustancias que
contenian uranio e incluso 1lo que se pensaba era uranio

metdlico, obteniendo en todas sus pruebas una respuesta
.proporcional a la cantidad de uranio en cada sustancia.

En 1898, Pierre y Marie Sklodowska Curie, al reunir todos
los resultados de experimentos tanto de Becquerel como de otros
investigadores, concluyeron dgque los rayos de uranio eran un
fenémeno atémico caracteristico del elemento, sin importar su
estado fisico y/o quimico, dando a este fenémenoc el nombre de
radiocactividad. Los esposos Curie lograron aislar otros
elementos radioactivos como el polonio y el radio y detectaron
también la radiocactividad del torio. Actualmente se sabe que
todos los elementos con nmero atémico mayor de 83 son

radioactivos (Bueche,1970).



La radiacién se da por 1la desintegracién de &tomos
inestables; es importante debido a que la energia que ﬁosee es
capaz de provocar cambios en las moléculas de la materia a
través de la cual viaja. La radiacién ionizante provoca la
salida de electrones orbitales de los &tomos del material que
atraviesa, dando lugar a iones que pueden afectar de distintas

maneras a biomoléculas importantes, como lo es el ADN.

La radiacién ionizante puede dividirse en dos categorias:
la electromagnética (rayos X Yy gama) y 1la cofpuscular
(particulas alfa, beta, protones, neutrones y fragmentos de
fisidén); la primera categoria posee sblo energia, mientras gque
la segunda posee energia y masa. Esto es importante debido a la
diferente penetracién que presentan al incidir en un material y

en la manera en que éste absorbe la energia.

Radiacién Electromagnética (rayos X y gama)

Presentan longitudes de onda de 10 a 1077 em (107 a
10°nm). La longitud de onda es inversamente proporcional a 1la
energia del fotén, teniendo asi mayor energia los rayos con
menor longitud de onda (Fig. 1). Las radiaciones gama se
producen en el nicleo atémico, cuando éste libera energia para
ganar estabilidad, mientras gue 1los rayos X se producen
artificialmente cuando las particulas cargadas inciden sobre un

blanco apropiado.
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FIG.1.-LONGITUD DE ONDA Y ENERGIA DE LA ' RADIACION
ELECTROHAGRETICA (CASARETT, 1968).

La radiacién electromagnética puede afectar al material
por el que pasa de tres maneras distintas que se conocen como:
efecto fotoeléctrico, efecto Compton y produccidén de pares. En
el primer caso toda la energia del rayo va a ser transferida a
un electrén, sacéndolo de su &6rbita. En el segundo el fotén
transfiere sélo parte de su energia expulsando un electrén y
desviéndose de su trayectoria original, a la vez que aumenta su
longitud de onda. Los fotones de méds alta energia siguen por 1lo
general el mecanismo de produccién de pares; en este caso un

rayo gama gue pasa cerca de un nlcleo desaparece, expulsando un

positrén y un electrédn (Fig. 2).

procucoon oe peres

FIG. 2. -TONIZACION DEL MATERIAL POR RADIACION ELECTROHAGNETICA
(CASARETT, 1968).




Radiacién corpuscular (particulas a y B)

Debido a gue este tipo de radiaciones posee masa, su
penetracién es muy reducida en comparacidn con la de las
radiaciones electromagnéticas, sin embargo tienen un gr;n poder
de ionizacién al interactuar con la materia.

Las particulas « son nGcleos de helio constituidos por dos
protones y dos neutrones, lo gque les confiere una doble carga
positiva (2*). Gracias a esta carga presentan una marcada
atraccién electrostdtica hacia los electrones exteriores de los
4tomos a los que se acercan, provocando que estos se exciten y
cambien de orbital o bien que sean expulsados (el electrédn
expulsado y el &tomo positivo resultante forman lo gue se
conoce cominmente como par de iones). Conforme viaja la
particula a va perdiendo velocidad, lo que aumenta su poder de
ionizacién, ya que va cediendo cada vez mayor cantidad de
energia a la materia, hasta descargarse por completo (Fig.
3) .Al hacerlo la particula « captura dos electrones, formando

asi un &tomo de helio.
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FIG.3.-CURYA DE DRAGG (CASARETT, 1968).



Las radiacidénes B son en realidad electrones provenientes
del nlcleo y segn sea su carga positiva o negativa se
denominan positrones & negatrones, respectivamente. Dado que
las particulas B tienen s6lo 1/7400 de la masa de las
particulas « y son emitidas a una velocidad igual a la de la
luz, es dificil que interactien con los electrones orbitales de
los &tomos a los que se aproximen, por lo que su penetracidn en
la materia es mayor. Se ha calculado gue en cada impacto de una
particula B con electrones orbitales ocurre una ionizacién por
cada 32.5 eV de energia transferida. Cuando el negatrén pierde
toda su energia, se incorpora a un dtomo positivo como electrén
orbital, mientras que el positrén interactGa con un electrdn

orbital, elimin&ndose mutuamente (Casarett,1968; Arena,1971).

Dosimetria

Como ya se ha mencionado la importancia de la radiacién
radica en la energia que conlleva. La dosis es la cantidad de
energia depositada en o absorbida por un material al paso de la
radiacién.

La cantidad de radiacién que llega a un objeto se conoce
como dosis de exposicién; algo de la energia de la exposicién
se disipa dentro del objeto, siendo ésta la dosis absorbida. Al
pasar por el material, la radiacién deposita sélo una parte de
su energia y la restante, & residual, se conoce como dosis
transmitida. Asi la dosis original a la cual fue expuesto el

objeto se descompone en diferentes fracciones (Fig.4).
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F1G. 4. -FRACCIONES EN LAS QUE SE DESCOMPONE LA DOSIS DE

EXPOSICION AL PASAR POR UN MATERIAL (CASARETT, 1968). .

La dosis de exposicién depende de varios factores fisicos
como son la actividad de la fuente radiocactiva y su energia de
decaimiento, la distancia entre la fuente y el objeto, el
tiempo de exposicién o bien de la presencia de diversos
absorbedores entre la fuente y el material, como aire, agqua,
etc.

Al irradiar sistemas biolégicos la fraccién de la dosis de
exposicién que interesa es la absorbida, ya gque esta energia es
la responsable de los efectos dafiilnos en los seres vivos. Un
factor muy importante es la razé6n de dosis, es decir, el tiempo
que se requiere para dar una cierta cantidad de radiacién. Se
ha visto que la respuesta de un organismo a una misma dosis de
radiacién ionizante varia segGn el tigmpo que tarda en

aplicarse (Arena,1971; Grosch y Hopwood,b1979).

Unidades de dosis
Roentgen.-El roentgen (R) es una unidad de dosis de exposicién,

referida a la cantidad de iones producidos en aire por la



radiacién electromagnética. Se define como la exposicién a
rayos X 6 gama que va a producir una unidad electrostatica de
electricidad de cualquier signo en un cm de aire seco, en
condiciones normales (20°C, 76 mmHg). Expresada en ergios esta
energia es de aproximadamente 87.6. El roentgen sélo se utiliza
para la radiacién electromagnética.

Rad.- En sistemas biolégicos tiene primordial importancia 1la
cantidad de energia absorbida por el material (tejido blando,
hueso, bacterias, etc) sobre el cual incidié 1la radiacién.
Considerando esto, la Comisién Internacional de Unidades
Radiolégicas (ICRU) propuso en 1954 el rad {(radiation absorbed
dose). Estd definido como 100 ergios de energia disipados en 1
g del material irradiado, sin importar el tipo de radiacién.
Gray.~ Representa la absorcién en un kg de material de ‘1 joule
de energifa. 1 gray (Gy) equivale a 100 rads.

Rem.- Esta es una unidad de equivalencia, dado gque una misma
dosis de rads tiene distintos efectos biolégicos segin el tipo
de radiacién que se aplique. Para propdsitos de proteccidn
radiolégica se  toma como la dosis absorbida en rads
multiplicada por el LET y por el factor de calidad, especifico
para cada tipo de radiaciédn.

LET.- Transferencia lineal de energia. Se refiere al promedio
de energia perdida por la radiacién en 10° nm.

Curie.- Esta en realidad es una medida de actividad que indica
la tasa de decaimiento de un elemento radiocactivo. Su valor es
de 3.7 x 10" desintegraciones por segundo (Wang y Willis,1965;

Casarett,1968; Arena,1971).



La Radiaciédn en Sistemas Biolégicos.

Al incidir la radiacién ionizante sobre las células puede
afectar tanto a sus componentes estructurales como al ADN. Los
dafios a los primeros son en general temporales mientras que en
el ADN pueden ser temporales o permanentes. Si las células
forman parte. de tejidos sométicos, los dafios al material
genético afectan solamente al individuo, pero si pertenecen a
tejidos gerninales, los dafios pueden propagarse a la
descendencia, teniendo en ocasiones consecuencias muy graves
dentro de la poblacidén. Los dafios de la radiacidén sobre el ADN
pueden dar lugar a tres eventos finales: recuperacién total,

mutaciones diversas o muerte celular (Fig. 5).

Radiacién Ionizante Reparacién total

célula + P ADN DANADO Z Mutacién

Muerte celular

F1G.5.

El efecto de la radiacién sobre el organismo puede ser
directo 6 indirecto. El primero se refiere al dafio que
provogue la radiacién al incidir directamente sobre la materia
viva, mientras que el segundo es causado por los productos de
la radiélisis del agua, principalmente iones (d#', OH™, HOz),
y/o peréxidos (principalmente H202) al interactuar con el ADN o
con cualquier otro tipo de molécula importante (Wang Yy

Willis,1965; Casarett,1968; Arena,1971; Grosch y Hopwood,1979).



ADN

El ADN es una molécula muy importante en los seres vivos,
ya que en ella se almacena la informacién dgenética gque
determina la estructura de todas las proteinas y permite la
transmisién fidedigna de los caracteres de la especie de una
generacién a otra. Es una molécula catenaria de gran peso
molecular formada por dos largas hebras unidas entre si y
presenta una estructura helicoidal gque 1le . confiere gran
estabilidad. Cada hebra esta formada por la unién de una enorme
cantidad de mondmeros conocidos como nucledtidos, los cuales
estdn constituidos por una base nitrogenada, un azicar
(desoxirribosa) y una molécula de &cido fosférico. En el ADN se
encuentran cuatro tipos de nucledtidos, que se distinguen entre
si gracias a la base nitrogenada. La adenina y la guanina son »
bases derivadas de la purina y la timina y la citosina derivan

de la pirimidina (Fig. 6).

FIG. 6.-BASES NITROGENADAS QUE CONFORMAN AL ADN
{LEHRINGER, 1980).

Los anillos de desoxirribosa se encuentran unidos entre si
por medio de enlaces fosfodiéster con el &cido fosférico,

formando largas cadenas que constituyen el esqueleto del ADN,
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mientras que las bases se unen al az(Gcar por enlaces
N-glucosidicos y se' encuentran como cadenas laterales
orientadas hacia el interior de la molécula. Las bases de las
dos cadenas se unen entre si por puentes de hidrégeno,
aparedndose siempre del mismo modo: adenina con timina y
guanina con citosina.

El cédigo genético se da gracias a la sucesidén de
tripletes de estas bases a lo largo de una de las cadenas, lo
que determina la secuencia de aminodcidos de la proteina para
la cual <codifica cada gen. El ADN contiene ademids 1la
informacidén necesaria para la transcripcidén selectiva de los
genes, dada por la interaccién de secuencias especificas y de
proteinas gue pueden actuar como represores 6 promotores sobre
el operador de cada gen, impidiendo o ayudando la
transcripcién, respectivamente (Goodenough y Levine,1974;

Lehninger, 1980; Alberts,1989).
DANOS A LA MOLECULA DE ADN

El ADN estd expuesto a una gran cantidad de elementosr
tanto fisicos como quimicos, que pueden alterar su estructura y
funcién. Se ha observado que el calor puede provocar
desaminacién o pérdida de bases, la luz UV produce dimeros de
pirimidinas, la radiacién ionizante provoca la apertura de
anillos en las bases y rupturas de una o de las dos hebras de
la molécula, por no mencionar a la gran cantidad de agentes
quimicos que pueden actuar (como agentes 1alquilantes, por

ejemplo) sobre el material genético.
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Lesiones al ADN provocadas

por radiacién ionizante

A pesar de que la radiacién no actGa sobre sitios
especificos en el DNA, las lesiones que produce pueden
agruparse en tres clasés: rupturas de una banda (RSB), rupturas
de doble banda (RDB), y dafios a las bases. En el primer caso se
interrumpe la continuidad de una de las hebras de la doble
hélice. La mayor parte de estos dafos ocurreA por efecto
indirecto debido principalmente a los grupos OH, producto de la
radi6lisis. Estos radicales pueden reaccionar con cualquier
carbono de la desoxirribosa, sustrayendo un &tomo de hidrégeno

para formar una molécula de agua (Fig. 7). Al degradarse o

FIG.7

alterarse el azGcar hay una ruptura en el enlace estérico 3’ ya
gue el carbono gueda cargado y es susceptible de reaccionar con
otras moléculas. El enlace desoxirribosa-fosfato es también
susceptible de reaccionar con los radicales libres o bien de
romperse por efecto directo. En algunas ocasiones la radiacién
no conduce directamente a rupturas en 1la cadena sino que
sensibiliza algunos sitios de modo gue al aplicar un
tratamiento alcalino se rompen. Este tipo de lesiones se
conocen como alcalino-sensibles, y las mas estudiadas son las
conocidas como sitios AP (apurinicos o apirimidinicos) donde al

romperse el enlace N-glucosidico se pierde la base
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correspondiente (los sitios AP también se producen por la
accidén de enzimas de reparacién).

El segundo tipo. de dafio (RDB) ocurre cuando
simultaneamente se rompen sitios opuestos en ambas cadenas. AtGn
cuando es mucho menos frecuenté gue las rupturas de una sola
banda, tiene una mayor relevancia en cuanto a'la respuesta
Biolégica. Anteriormente se pensaba que este tipo de lesiones
era irreparable ya que no se cuenta con una hebra integra que
sirva como molde para restituir a la doble hélice, sin embargo
se ha comprobado que la reparacién puede 11evar$e a cabo por
mecanismos de recombinacién. En radiaciones de bajo LET 1la
frecuencia de las rupturas dobles con relacidén a las sencillas
es de aproximadamente 5%, mientras que con radiaciones de alto
LET la frecuencia es mucho mayor (Gentner y Paterson,1984).

Uno de los dafios méds frecuentes al irradiar sistemas
biolégicos' es el gue se produce sobre las bases Yy se debe
principalmente a lai reaccién entre los .productos de la
radiélisis y agquéllas. Se ha comprobado que, a pesar de que
tanto purinas como pirimidinas son igualmente susceptibles a
este ataque, principalmente el del radical OH, el dafio a las
primeras es menos frecuente y se da principalmente en ausencia
de oxigeno. los grupos OH atacan principalmente a los enlaces
5-6 de las pirimidinas mediante una reaccién de adicién (Fig.
8). En las purinas el dafio principal se produce en el anillo de
imidazol, el cual se abre y da lugar a un derivado de la
pirimidina. Presentan siempre un compuesto intermediario de

tipo carbinolamida (Fig. 9) (Friedberg,1985)
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FIG.8.~REACCION DE Los PRODUCTOS DE LA RADIOLISIS SOBRE LAS
PIRIMIDINAS (FRIEDBERG, 198S).

46+ DAMING * § FONLAMIDG « PIRIMGDMA

N2

FIG.9.-REACCION DE Los PRODUCTOS bE LA RADIOLISIS SOBRE LAS
PURINAS (FRIEDDERG, 1985).
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Lesiones Provocadas Por Luz UV

El agente fisico mads cominmente utilizado en el estudio de
lesiones en el ADN es la luz ultravioleta (UV). El dafio mis
frecuente producido por este tipo de luz es la formacidén de
dimeros de pirimidina. Al ser expuesto el ADN a radiacién de
longitud de onda cercana a su pico méximo de absorcidén (260
nm), las pirimidinas que se encuentran juntas en la secuencia
de una de las cadenas se unen covalentemente, form&ndose un
anillo de ciclobutano como resultado de la saturacién de los
carbonos 5 y 6 de cada uno de los anillos pirimifdicos (Fig.
10). Los dimeros de pirimidina son muy estables, incluso en
condiciones extremas de pH y/o temperatura; sin embargo, la
célula cuenta con mecanismos de reparacién capaces de

eliminarlos (Friedberqg, 1985) .

FIG.10.-ANILLO DE CICLOBUTANO (FRIEDBERG, 1985).
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MECANISMOS DE REPARACION

Dada la relevancia del ADN en todos los organismos, es
importante que estos cuenten con la posibilidad de reparar los
dafios gque pudieran ocurrir en dicha molécula, conservando hasta
donde sea posible la informacién genética intacta. Para ello
cuehta; 'Eon diversos procesos conocidos en conjuntd Icomﬁ
mecanismos de reparacidn (Sahcar Y Sancar,1988). Ya que dentro
de éstos existen tanto los gue reconocen sélamente ciertas
lesiones muy particulares como otros que pueden intervenir en
la reparacién de diversos tipos de dafio, es posible con fines
practicos agruparloé en dos categorias: mecanismos especificos

Yy no especificos.
Mecanismos Especificos

Uno de los mecanismos mis caracteristicos y que es en si el
ejemplo clésico del primer grupo es la fotorreactivacién,
proceso llevado a cabo por una sola enzima, la ADN-fotoliasa.
Esta enzima reconoce los dimeros de pirimidinas y se adhiere a
ellos formindose un complejo enzima-sustrato. Al incidir 1luz de
cierta longitgd de onda sobre este complejobse lleva a cabo la
reaccién enzim&tica que rompe los enlaces covalentes del anille
de ciclobutano (ver Fig. 7), restaurdndose la estructura

original del ADN (Fig. 11) (Friedberg,1985).
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T T S
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FIG,11.-ACCION DE LA ENZIMA DNA FOTOLIASA (FRIEDBERG, 1985).

Otro mecanismo especifico es la reparacién de 1la
0-6-alquilguanina. Este dafio es consecuencia del tratamiento
con agentes alquilantes como la metil-nitro-nitrosoguanidina
(MNNG). La enzima encargada de reparar este tipo de lesiones es
la 0O~6-alquilguanina-alquil-transferasa, la cual reconoce como
sustratos a la O-6-metilguanina y a 1la 0-6-etilguanina

(Friedberg,1985).

Un mecanismo mas de reversién de dafio es la reparacién de
rupturas de una banda. Este tipo de lesiones es muy frecuente
al tratar a las células con radiacién ionizante, y el lo lleva
a cabo la enzima ADN-ligasa reconstituyendo directamente el

enlace fosfodiéster (Friedberg,198S5).
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Mecanismos No Especificos

Este tipo de mecanismos puede participar en la reparacién
de una gran diversidad de lesiones. Dentro de esta categoria
los més caracteristicos son los de reparacién por escisién.
Estos sistemas, a pesar de presentar diferencias en cuanto a
reconocimiento del tipo de dafio, se ajustan todos a un patrén
caracteristico de eventos gque son: reconocimiento del daio,
corte y degradacién subsecuente de 1la cadena de ADN y
' finalmente, reconstitucién del tramo perdido.

La reparacién por escisién puede seguir dos vias distintas
dependiendo del dafio que exista en el ADN. Si se trata de bases
dafiadas © equivocadas (por la insercidn de alguna base
inapropiada como el uracilo, por ejemplo) se lleva a cabo el
mecanismo conocido como reparacién por escisién de bases. En
este caso estd&n involucradas en forma secuencial una
ADN-glucosidasa y una endonucleasa AP. Al detectar una lesién,
la ADN-glucosidasa rompe el enlace N-glucosidico gue une a la
ribosa con la base dafiada, dando lugar a un sitio AP por la
eliminacién de ésta. Este sitio es a su vez reconocido por 1la
endonucleasa AP, gque hace un corte en el enlace fosfodiéster
(ya sea en 3’ & en 5’). En este punto se pueden seguir dos
caminos: la accidén de otra endonucleasa que corte en el extremo
opuesto de la ribosa dejando un hueco de un solo nucledtido en
la cadena o bien la funcién de una exonucleasa, la cual
reconoce como sustrato los cortes de una banda y degrada el ADN
(ya sea en direccién 5’-3’ 6 3/-5’), liberandose entonces un

oligonucleétido (Fig.12) (Lindahl,1982).
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FIG.12.~CAHINOS’ QUE PUEDE SEGUIR LA REPARACION POR ESCISION
{FRIEDBERG, 1985),

La célula cuenta con gran cantidad de ADN-glucosidasas
especificas para diferentes tipos de dafio. Hay dos glucosidasas
de gran importancia ya gue intervienen en la reparacién de
lesiones pgovocadas por radiacién ionizante, como es el caso de
la 2,6-diamino~4-hidroxi-5-N-metil formgmidopirimidina, gque es
un producto de la degradacién de las purinas.

A pesar de la gran cantidad de ADN-glucosidasas, hay muchos
otros tipos de dafios en el genoma que éstas no reconocen. Para
reparar esas lesiones, la célula utiliza otros sistemas. Uno de
ellos, denominado reparacién por escisién de nucledtidos,
reconoce dafios.que provocan deformaciones o “abultamientos" en
la molécula de ADN. El ejemplo clasico de esta clase lo

constituyen los dimeros de pirimidina.
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El mecanismo mids estudiado mediante el cual se repara este
tipo de 1lesiones es el que involucra a la enzima llamada
endonucleasa UvrABC, la cual reconoce y elimina no sélo los
dimeros de pirimidina sino muchos otros tipos de 1lesién. La
subunidad A se adhiere a la doble hélice y al incorporarse la
subunidad B se reconoce el sitio alterado en el que se
encuentra el dimero. Una vez localizado el dafio se agrega la
subunidad €, 1la cual va a cortar 1la cadena; liberandose
entonces un oligonucleétido que contiene la regidn daiiada.

(Figs. 13 y 14).

FIG,13.-ACCION DE LA ENZIMA UVR ABC (FRIEDBERG, 1985).
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Reparacién por Recombinacién

Como es sabido la recombinacién en los seres vivos implica
el intercambio de material genético de una hebra de ADN a otra.
Este sistema es un factor muy importante en la variabilidad
genética, ya que de este modo se pueden adquirir dJiferentes
caracteristicas, dando lugar a la aparicién de nuevas lineas.
Para que esto ocurra es necesario que existan al menos dos
copias de ADN y se presenta tanto en organismos haploides como
diploides. El proceso c¢lésico de recombinacién podria
describirse de la siguiente forma: la molécula de ADN se abre
por accidén enzimiatica y empiezan a separarse las dos cadenas.
Al llegar a un sitio especifico se corta una de las bandas,
dejando asi un extremo 3/-OH libre. Este extremo libre se va
alargando al seguir separéndose las dos hebrag y c¢on la ayuda
de ciertas enzimas especificas, se traslada hasta donde se
encuentra otra copia de ADN, aparedndose entonces con la
secuencia homéloga. De este modo cada molécula gqueda con un
tramo de la otra.

El mecanismo de recombinacién puede también reparar
rupturas o huecos en la molécula de ADN, permitiendo al mismo
tiempo gue la célula pueda tolerar temporalmente otros tipos de
lesiones (Smith,1989).

Existe cierto tipo de lesiones gque inhiben o bloquean la
duplicacién del ADN (los dimeros de pirimidinas, por ejemplo).
Cuando la ADN-polimerasa encuentra este tipo de anomalias en la
hebra gque sirve como molde, deja de insertar nucledtidos y

continGa su labor m&s adelante, quedando un hueco Jjusto donde
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se localiza el dafio. Uno de los caminos que puede seguir la
célula para tolerar el dafio es la via de recombinacién RecBCD
(Fig. 15). Por esta via pueden obtenerse dos moléculas
completas de ADN, a pesar de no haber sido reparado el dafio.
(Friedberg,1985; Smith,1988; West y col.,1981).

Otro de los caminos dque puede seguir la recombinacidn es
la llamada via RecF, que actGa preferentemente cuando existen
rupturas de doble cadena en el material genético. Hasta el
momento no se conoce con precisién el mecanismo de accidén de
este sistema, sin embargo se han descubierto varios genes dque
intervienen en él, algunos de los cuales forman parte de la
respuesta S0S. Entre estos se encuentra recN el cual al parecer
es indispensable en la reparacién de rupturas dobles (Lloyd y

col.,1983; Picksley y col.,1984).

FIG.15. ~-TOLERANCIA DE UNA LESION GENETICA POR HECANISMOS DE
RECOMBINACION (FRIEDBERG,198S).
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SISTEMAS DE TOLERANCIA Y REPARACION

INDUCIBLES POR DANO GENETICO
Respuesta al Estrés Oxidativo

Todo organismo gque utiliza oxigeno molecular est& expuesto
a los productos resultantes de la accién de esta molécula
durante la fosforilacidén oxidativa. Estos productos incluyen al
ion superéxido (02), perédxidos (como el de hidrégeno) (Hz202) y
el ion hidroxilo (OH). En condiciones fisioldgicas se ha visto
gque los superdxidos se transforman rapidamente en Hz202 y O2
ayudados por la accién de la enzima superéxido dismutasa y/o
por algGn metal de transicién. El Hz02 resultante es
practicamente inofensivo para las biomoléculas, pero cuando
reacciona con metales como el Fe libera radicales OH gue, como
ya se mencionéd en el caso de la radiacién ionizante, son
sumamente reactivos. Los agentes oxidantes pueden actuar sobre
lipidos, proteinas, membranas y sobre cualguier componente de
la ‘molécula de ADN. Tanto en E.coli como en otras bacterias se
ha observado la accién de diversas enzimas que protegen a la

célula del dafio producido por estos agentes.

Christman.y col. (1985) describieron un tipo de respuesta
adaptativa por medio de 1la cual las bacterias se volvian
resistentes a dosis de Hz202, de otro modo letales. Esto ocurria
cuando se trataban pfeviamente con concentraciones bajas de
este mismo compuesto y notaron que el fendémeno iba acompaiado

de un incremento en los niveles de varias proteinas. En esta
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respuesta est&n involucrados varios sistemas de regulacidn, de
los cuales el mas conocido es el controlado por el gen oxyR
(Demple, 1991). El producto de este gen controla positivamente
la transcripcién de nueve proteinas, entre las dque se
encuentran la catalasa y la algquil hidroperéxido reductasa. Se
supone que este sistema se encarga principalmente de proteger a
la célula de los agentes oxidantes pero es posible gque también
esté implicado en mecanismos de reparacién (Christman vy
col.,1985). Recientemente Goerlich y col.(1989) reportaron que
los diversos agentes oxidantes inducen la respuesta SOS (que se
describe mas adelante), la cual sélamente se activa cuando

existe algGn dafio en el material genético.

Respuesta al Chogue Térmico

Tanto en E.coli como en organismos superiores, incluso en
el ser humano, se ha observado un aumento de la sintesis de
ciertas proteinas inmediatamente después de un incremento en la
temperatura o bien al tratar a las células con etanol. Se
considera gque la sefial para gque aumente la sintesis de estas
proteinas estd determinada por dafio en la membrana celular
(Christman y col.,1985).

En E.coli la respuesta al choque térmico esta controlada
por el gen hptR gue actla como regulador positivo sobre
aproximadamente 19 genes entre los que se encuentra rpoD, el
cual codifica para la subunidad sigma (o) de la ARN polimerasa,

y los genes dnaK y J. La proteina HptR presenta una marcada
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homologia con RpoD lo que sugiere gque ésta interactda con la
ARN polimerasa para reconocer a los promotores de los genes
involucrados en el sistema.

El hecho de que la respuesta al chogque térmico pueda
inducirse por cambios leves de temperatura indica que este
sistema funciona como un tipo de adaptacién. E1 repentino
aumento de ciertas proteinas ocurrido durante los primeros
minutos posteriores al incremento de temperatura, que alcanza
un cierto equilibrio 15 minutos después, apoya tal suposicién.
Las bacterias dnaK transcriben las proteinas de este sisteﬁa
por un tiempo mucho més prolongado que las cepas silvestres, de
1lo que se puede deducir gque éste es un proceso de adaptacién
autorregulable (Gottesman,1984).

Al parecer la respuesta al chogue térmico interactta con
otros sistemas, como 1la respuesta al estrés oxidativo y el
sistema SOS. Se ha observado que algunos agentes inductores de
SOS producen también la respuesta al chogque térmico; el gen
lon, gque forma parte de esta Gltima, codifica para una proteasa
que degrada a la proteina SulA, la cual es responsable de la
filamentacidén en la respuesta S0S. Walker (1984) propone gue
eéta interaccién es un tipo de regulacién para las proteinas
SOS gue, una vez reparado el dafio, pudieran ser perjudiciales
para la célula. Se ha visto también que bacterias tratadas con
dosis subletales de H20z se vuelven resistentes’a la muerte por
temperaturas de 50°C. Al estudiar este fenémeno se comprobé que
oxyR puede actuar como regulador positivo para tres de los
genes de la respuesta al choque térmice (Christman y col.,1985;

Gottesman,1984) .
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Respuesta SOS

En 197.5, Radman describidé la existencia en E.coli de un
sistema que s6lo se activaba al ocurrir algGn dafic en el ADN.
Observd gque al tratar a las bacterias COI;L luz UV se
incrementaba en forma considerable la expresién de ciertos
genes, a la vez que aumentai:a la tasa de mutaciones. Lo llamd
SOS ya que pensd que se trataba del Gltimo recurso que tenia la
bacteria para sobrevivir. Actualmente se conocen varios
sistemas inducibles por dafios en el genoma, si bien el sistema
SOS es el mayor, mas complejo y mejor estudiado de ellos.

La via SOS esta conformada por aproximadamente 20 genes
gque actlan ya sea en diversos mecanismos de reparacién (como
serian los genes uvrABC) o bien confiriendo a la célula
caracteristicas que le permiten tolerar las lesiones.

La induccién de  este sistema est& controlada por el
producto de los genes recA y lexA de los que depende la
transcripcién de todos los deméis en esta via, incluyendo los de
ellos mismos. En condiciones normales el producto de lexA actfia
como represor adhiriéndose al operador de cada gen S0S, lo cual
impide su transcripcién (a pesar de lo cual muchos de estos
genes se expresan en niveles significativos). Al parecer LexA
se une a la secuencia TATCGATATA-A-ACAGTA comGn a todos los
operadores SOS, y se ha observado ademds gque las secuencias
adyacentes a este sitio pueden ayudar a la unidén de dicha
proteina (Walker,1984).

Al ocurrir un dafio en el ADN se denera una "s‘eﬁal de
auxilio", que va a activar a la proteina ReéA, la cual cambia

sus funciones normales de recombinacién y comienza a
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comportarse como una proteasa, actuando sobre el represor del
sistema. RecA activada parte a LexA en el enlace Ala-Gly que se
encuentra aproximadamente a la mitad de la proteina, generando
dos fragmentos peptidicos. Sin embargo no basta con aumentar
los niveles de RecA para inducir el sistema, sino. que es
necesaria ademds una sefial de induccidén para dque aguélla
comience a degradar a LexA. Se ha observado in vitro que RechA
se activa al unirse con ADN de una banda y nucle6sidos
trifosfatados, aunque esto todavia no ha sido comprobado in
vivo.
Al ser hidrolizado LexA comienza 1la transcripcién de

varios de los genes SO0S, incluyendd a recA. Esta transcripcién

Céha ng inducsia

n-a—«.—_”.o o ealtd
A

i

(&)
eo uTuR UG ’W

Q
O

"&._.“ o O wiA——

() ©ac a2,
I)DIMMMDN
1) Generacion da la seAal de inducodn 505

m)ﬁm-omu.muo-,—w)wwa induccién

Lax A (O—
A(.DO

Chua parciaiments inducda
[P~ SURA S~ WV

Incromenta an 03 rveles da Lez A
V) Roprasion oa los Qenes SOS porLex A _)
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es diferencial, fa que depende de que tén fuertemente adherida
esté LexA y cuintas moléculas estén unidas a cada. operador. Los
operadores a los c@ales LexA se una debilmente seran los
primeros en expresarse. Si el dafio es 1lo Suficientemente
extenso seguirdn activédndose mids moléculas de RecA y la
induccién del sistema SOS sera total. Una vez reparado el dafio
se pierde la sefial de induccién, RecA vuelve a sus funciones
normales, aumentan los niveles de LexA y nuevamente se reprime

todo el sistema (Fig.16) (Walker,1984, 1987).

Quillardet y Hofnung (1985) aprovecharon el carécter
inducible de la via SOS para desarrollar una prueba de agentes
geﬁotéxicos llamada cromoensayo. Para esta prueba construyeron
cepas de E.coli en las cuales fusionaron el fago u (gue a su
vez lleva el dgen lacZ dque codifica para la enzima
B—galaétosidasa Yy es integrante normal del operén de la
lactosa) en sulA, perteneciente al sistema SOS. Este gen es de
los primeros en inducirse, y participa en la inhibicién de 1la
divisién celular. Estas cepas tienen a su vez un defecto en el
mencionado operén de 1la lactosa, por lo gue la sintesis de
B-galéctosidasa queda controlada por- el operador suld,
transcribiéndose s6lo cuando se inducen las funciones SOS
(Fig.18). Adem&s en estas cepas incluyeron la transcripcién
constitutiva de un gen ajeno a la via S0S, el gen de la
fosfatasa alcalina, caracteristica que sirve para indicar la

sintesis de proteinas en general (Fig.17).
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FIG.17.-ESQUENA DEL CRONOENSAYO (QUILLARDET,1985).

Utilizando esta prueba, en 1989 Quillardet y col.
rebortaron una serie de experimentos en los gque probaron el
cromoensayo con tres distintos tipos de radiacién ionizante:
rayos gama, neutrones y particulas o aceleradas. La dosis
minima de radiacién gama que reportan pa;:a inducir S0S es de
aproximadamente 5 Gy.

Por esa é&poca, en trabajos realizados en el laboratorio de
genética microbiana del ININ se estudibé la respuesta SOS en
bacterias irradiadas con dosis relativamente bajas de radiacién
gama, utilizando también el cromoensayo. Se observé que al
irradiar a las bacterias de la misma cepa usada por Quillardet

y Hofnung (PQ37), deficiente en un mecanismo de reparacién por
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escisién, a razdén de dosis baja se obtenia en la curva de
dosis~-respuesta una meseta que se extendia desde 8 hasta 32 Gy.
Esto no ocurria al irradiarlas con una razén de dosis
aproximadamente seis veces mayor. Estas diferencias apuntaban
hacia 1la posible activacién de un mecanismo de reparacién
inducible, cuya funcién impedfia el incremento de la respuesta

(Brefia, 1989, Brefia y col., 1990).

El presente trabajo tiene por objeto investigar cuéles son
los mecanismos que pudieran estar ocasionando el retraso en la
respuesta observado con razones de dos;s bajas, y de ser
posible sensibilizar el sistema para inducir las funciones‘sos

con dosis de radiacidén cada vez menores.
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MATERIAL ¥ METODOS

Las bacterias utilizadas a lo largo de los experimentos se
citan en la tabla I. De acuerdo a convenciones internacionales
de microbiologia sélo se reportan los genes no funcionales de

cada cepa.

TABLA T

E.coli GENOTIPO ORIGEN

PQ30.......F , thr, leu, his, pyrD, thi,.....Quillardet, Paris.
trp::Muct, sri::Tn 10, rpoB,
sfiA::Mud(Ap lacz), cts,
lac AUl69, galE, gal¥Y, phocC, wt. )
PQ37.......igual a PQ30 pero uvrA y rfa.....Quillardet, Paris.
0G100......igual a PQ30 pero AoxyR4, btuB....Quillardet, Paris.

y sin Tnlo.

IN28.......igual a 0G100 pero tyrA::Tni0,..........Este trabajo
recN2e62.
SP216......F , lacY, ara, xyl, mtl,..........Lloyd, Nottingham,

gal, thr, leu, pro, his, thi,
argB, tsx, recB, recC, sbsBis,

tyraA::Tnl0, recN 262,stra, SupkE.

En todas las cepas, excepto en SP216, estid fusionado el gen
lacZz a sfiA por medio del fago Mud el cual 1lleva  ademds la
informacién necesaria para conferir resistencia a ampicilina.
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La construccidén de cepas se efectud por el método de
transduccién general mediante el fago Pl (Miller,1972).. Este
fago tiene la particularidad de poder acarrear cualgquier gen de
la bacteria gque esté lisando. Cerca del final de 1la lisis,
cuando el fago se "empaca'" dentro de su envoltura proteica y el
ADN bacteriano esta siendo degradado, seillegan a introducir
trozos de ADN celular de aproximadamente la misma longitud del
fago. Se forman asi las llamadas particulas transductantes que
conservan - la capacidad de infectar otras cepas. Dado que al
llevar ADN bacteriano comparten secuéncias hombélogas, pueden
integrarse por recombinacién al genoma del hospederc bacteriano
tranfiriéndose asi caracteres de una linea celular a otra. Si
dos ©o mAs denes se localizan en sitios cercanos entre si,
pueden sexr capturados en la misma particula transductante,
dandose asi una cotransduccidn. Gracias a esta caracteristica
un gen puede servir como indicador de la presencia de otro gen
cercano. La probabilidad de gque dos genes pasen al mismo tiempo
de una bacteria a otra es inversamente proporcional a 1la
distancia que exista entre ellos; los marcadores gque estén
separados por menos de 0.5 minutos tendrin una posibilidad de
35-95% de cotransducir, para los gque estén separados 1 minuto
la probabilidad serid de 4-26% y los separados entre 1.5 y 1.8

minutos tendrén posibilidades menores de 1%.
Para el presente trabajo se construyeron cepas deficientes
en los genes recN y oxyR, utilizando como progenitores a 0G100

©y SP216 (ver tabla I). Se pensé en estos caracteres ya que el
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gen recN es inducible, forma parte de la respuesta SOS y est&d
involucrado en un mecanismo gue participa en la reparacién de
las rupturas dobles en el ADN (Picksley y col., 1984), que como
ya se mencioné es un tipo de dafio relativamente comGn cuando se
exponen los sistemas bioldgicos a radiacién ionizante. 0G100
por su parte, podia contribuir a la sensibilizacidén del sistema
al efecto indirecto de la radiacién debido a la deficiencia en
el gen oxyR, la cual acentfia la genotoxicidad de los agentes
oxidantes sobre las bacterias en esta cepa.

A partir de un lisado de P1 pfoveniente de SP216 se infectd
a 0Gl00; en SP216 se encuentra el trahsposén Tn 10 fusionado a
tyr A, que mapea muy cerca de rec N, asi que se usé como
indicador de 1la transduccién (Tn 10 confiere resistencia a
tetraciclina). Dado que OGl00 es resistente a ampicilina
gracias al fago i, la seleccién se hizo directamente sembrando
a los presuntos transductantes en medio de Luria con estos
antibisdticos. Se prob6é la sensibilidad a mitomicina €, que es
un agente genotdxico de los 1llamados radiomiméticos, se
aislaron los mutantes mds sensibles y se probé su supervivencia
a la radiacidn gama. Se selecciond al transductante IN28 debido
a gue, al tratarlo con mitomicina ¢, 1la inducciéﬁ de 1la

respuesta SOS fue mucho m&s marcada gque en las demds cepas.

Una vez seleccionado el transductante se efectuaron curvas
de supervivencia de todas las cepas. La irradiacién tanto para
la supervivencia como para el éromoensayo se llevd a cabo de la
siguiente manera: De un cultivo en fase estacionaria se tomaron

0.2 ml, se diluyeron en 10 ml de caldo de Luria-Bertani (LB) ¥y
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se incubaron a 37°C con agitacién constante hasta alcanzar la
fase de crecimiento logaritmico que equivale a una absorbancia
a 590 nm de 0.4, donde la concentracidén de bacterias es de 2 x
10%bacterias/ml. A continuacién se centrifugaron los cultivos y
se resuspendieron en amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7, se
distribuyeron en tubos de vidrio (2 mlA por tubo) y se
expusieron a la radiacién gama. Se utilizaron 2 diferentes
fuentes de Coso con razones de dosis de 18 Gy/min (Gammacell) y
2.6 Gy/min (Vick Rad), respectivamente. Se hicieron mediciones
paralelas de las diferentes dosis por medio de la técnica de
termoluminiscencia (Azorin, 1990). Después de la irradiacién se
diluyeron las muestras en amortiguador de fosfatos y se
sembraron en cajas de medio de. LB sélido (tres cajas por cada
dilucién). Se incubaron a 37°C por aproximadamente 20 horas.
Pasado este tiempo se contaron las colonias y se calculé un
porcentaje de . supervivencia de cada caso tomando al testigo

como el 100% .

Para los experimentos de cromoensayo se utilizé el
siguiente método: después de la irradiacién se diluyeron las
muestras en LB Y se incubaron por un tiempo que varia seglin la
cepa, para inducir la actividad de S0S al m&ximo. Pasado este
tiempo se tomé 1 ml de cada muestra y se dividié eni vollUmenes
iguales en tubos de ensayo, unos con el amortiguador especifico
para B-galactosidasa y otros con el de la fosfatasa aicalina;
ambos contenian un detergente (SDS) que liberd a las enzimas en
el medio. Se incubaron por unos minutos a 37°C y se agregaron

0.5 ml del sustrato especifico para cada enzima (ONPG para la
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B~galactosidasa y PNPP para la fosfatasa alcalina). Al ser
hidrolizados por 1las enzimas respectivas se 1liberé un
colorante, observidndose una tonalidad amarilla. Una vez
agregado el sustrato se incubdé todo a 37°C hasta que se alcanzd
una coloracién evidente y se midié por espectrofotometria. Esta
coloracién indica la actividad de las enzimas, lo que en el
caso de f@-galactosidasa es funcién de la cantidad de dafio
producido en el ADN.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia se calculd la
relacién entre las unidades de actividad enzimatica de

B-galactosidasa y de fosfatasa alcalina mediante la férmula:

R=P420_B X tP
A420 P X tB

Donde:

As20B= Absorbancia é 420 nm de fB-galactosidasa

RazoP= Absorbancia a 420 nm de fosfatasa alcalina

tB= Tiempo de incubacién de B;galactosidasa después
de agregado el sustrato.

tr= Tiempo de incubacién de fosfatasa alcalina después
de agregado el sustrato.

Se obtuvo asi el valor R para cada tratamiento y para el
testigo. Para poder conocer el grado de induccién en Eada
tratamiento se calculd el factor de induccién (FI)}, el cual fue
el cociente del valor R de cada tratamiento entre el - del
testigo.

Con el fin de establecer las condiciones O6ptimas de

induccién de SOS en las distintas cepas, se realizaron
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experimentos de cinética enzimética, variando los tiempos de
incubacién posteriores a la irradiacién. Cada 30 minutos se
tomaron alicuotas de la muestra y se trataron de acuerdo con el
‘método anteriormente descrito. Se obtuvieron . los FI,
expreséndolos en forma grafica en funcién del tiempo para
determinar asi el .punto en el dgue presenté el maximo de

induccién sos.
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RESULTADOS

En la Fig. 18 se muestran las curvas de supervivencia a
radiacién gama de las distintas cepas utilizadas. La que tiene
la supervivencia mis alta es PQ30, de aproximadamente 80% . A
continuacién le siguen 0G100, IN28, PQ37 y SP216, con valores
de 12%, 7% 3% y 0.07% respectivamente. Todas estas cepas
muestran un hombro hasta los 50 Gy con excepcién de SP216, en
la que hay una caida muy pronunciada desde el principio.

Los experimentos de cinética enzimatica indican que las
cepas IN28, 0G100 y PQ30 llegan al méximo de induccién de S0S
entre los 30 y los 60 minutos, mientras gue PQ37 1lo hace entre
los 90 y los 120 minutos (Figs. 19 y 20).

En la grafica de induccién de SOS a razén de dosis alta
(Fig. 21) se puede apreciar que PQ30 es la cepa que tiene el
valor de estimulacién de SOS mis bajo, obteniéndose un aumento
en el factor de induccién (FI) de solamente 6 veces. PQ37 y
0G100 muestran entre si una respuesta muy similar, mientras que
IN28 presenta una muy marcada diferencia con respecto a las
demas cepas, llegando a aumentar el FI hasta casi 50 veces.
Puede verse que en todas las curvas se incrementa la respuesta
conforme aumenta la dosis de radiacién.

En la grédfica de induccién a razén de dosis baja, (Fig. 22)
nuevamente es PQ30 la que tiene la respuesta mas baja, logrando
apenas duplicar la tasa basal de SOS a los 32 Gy. En la curva
de PQ37 se aprecia la meseta mencionada anteriormente, que va
de 8 a 32 Gy, elevandose después la pendiente hasta llegar a

inducirse 9 veces las funciones SO0S. Algo similar ocurre en
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Fig. 19.—-Factor de induccién de SOS en funcién del tiempo
de incubacidén posterior al tratamiento con radiacidén. La
dosis utilizada fue de 26 Gy a razbén de 2.6 Gy/min. Se ob
serva que el maximo de induccidén SOS se alcanza alrededor
de los 60 min, excepto en PQ37 en donde ocurre hasta los
120 min. .
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Fig. 20.-Actividad de (3-galactosidasa y fosfatasa alcali-
na en funcién del tiempo de incubacién posterior a la irra
diacién, de acuerdo con la relacidén de las actividades en-
zimaticas de las bacterias tratadas entre las de los tes-
tigos. Como puede observarse, (-gal, dependiente de SOS,
va aumentando con el tiempo hasta alcanzar un maximo. La
fosfatasa alcalina no cambia, indicando que la radiacién
(26 Gy) no afecta la sintesis de proteinas, la cual perma-
nece estable. .
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0G100 sé6lo gque lé meseta va de 4 a 16 Gy, mientras que el FI
alcanza un valor de 11 con la dosis mayor. Tanto en PQ37 como
en IN28 aumenta el FI al doble a partir de 2 Gy de radiacién
gama. De nuevo se observa una respuesta mucho mayor en IN28,
desapareciendo completamente la meseta presente en PQ37 y
0G100. Ademds en este caso el FI se duplica con sé6lo 1 Gy de

radiacién gama.
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DISCUSION

Como era de esperarse la cepa que tiene la supervivencia
mds alta es PQ30, la cual, por tener todos sus mecanismos de
reparacién funcionales, tiene méds posibilidades de recuperarse
de las lesiones ocasionadas por la radiacién.

La deficiencia en el mecanismo de reparacidén por escisidén
hace que PQ37 sea mads sensible al efecto letal de la radiacién.
Como ya se ha dicho la via UvrABC puede reconocer diversos
tipos de 1lesiones en el ADN, asi gue cuando falta muchas de
ellas permanecen sin reparar.

Dado que. oxyR controla la actividad de un sistema que
protege a la célula de los efectos provocados por agentes
oxidantes, es de suponerse que la carencia de este sistema
sensibilice a 0G100 al atagque de los radicales libres producto
de la radiélisis.

Los defectos en 1los genes oxyR y recN provocan una
disminucién en la supervivencia de IN28 mayor a la observada en
0G100, probablemente debido a gque recN participa en la
reparacién de rupturas dobles en el ADN (Picksley y col.,
1984) . Sin embargo, como la sensibilidad no es tan grande como
en la progenitora SP216, se confirma gque hay ademds otros genes
que colaboran en la reparacién de ese tipo de lesiones. SP216
muestra la pendiente m&s pronunciada, lo que indica que los
mecanismos de recombinacién representados por los genes recsb,
recC y recN juegan un papel importante en la reparacidén y/6 |
tolerancia de los dafios ocasionados por la radiacién. Esto

concuerda con la proposicién de Sargentini y Smith (1986), en
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cuanto a que esos genes son necesarios para reparar rupturas
dobles en el ADN,

Los resultados obtenidos al investigar 1la cinética de
induccidén SOS con radiacién gama indican que, salvo en PQ37, la
actividad méxima se logra entre 30 y 60 minutos. Los datos
obtenidos con PQ37 concuerdan con Quillardet y Hofnung (1985),
quienes establecen que el tiempo éptimo de incubacidn para PQ37
se encuentra entre 90 y 120 min. Craig y Roberté (1981)
sugieren que la activacién de RecA y la subsiguiente induccidn
de SOS se debe a la presencia de ADN de una banda. Dado gue la
via UvVrABC elimina las lesiones en forma de oligonucleétidos,
se considera que la diferencia en el tiempo de induccidén se
debe posiblemente a dque el defecto en uvrA podria estar
retardando 1la sefial de induccidén necesaria para la funcién
proteolitica de RecA.

Kozubek y col.(1990) mencionan que en PQ37 se induce SOS
inmediatamente después de la irradiacién, regresando a 1la

' transcripcién basal pasados 200 minutos. Sin embargo, SsSus
condiciones de experimentacién difieren de las de este trabajo
en dos aspectos: en primer 1lugar el irradiar en un medio
combleto favorece el que las funciones SOS se induzcan durante
y/6 inmediatamente después de la irradiacién, y en segundo
lugar las dosis altas utilizadas por ellos producen una mayor

~cantidad de rupturas dobles, las cuales son por si mismas
inductoras de dichas funciones.

La dosis de induccién de SOS en PQ30 es la mis alta de
todas debido a que en un momento dado todos sus sistemas de

reparacién pueden intervenir para eliminar las lesiones, por lo
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tanto la probabilidad de activar sos disminuye
considerablemente. El hecho de gue la pendiente de la curva sea
ademds muy baja confirma lo anterior.

El que en PQ37 y 0G100 se duplique la tasa basal de SOS con
s6lo 2 Gy (Fig. 22) sugiere que los dgenes oXxyR y uvrA estén
implicados en la reparacién de dafios ocasionados por radiacién,
mientras que el descenso de la pendiente con respecto a la
inicial, sugiere la activaciédn de algGn mecanismo inducible de
reparacién. Comparando las dos mesetas se observa gue la de
0G100 es menos prolongada, lo gue indica que el gen oxyR es
también en parte responsable de la respuesta. Los resultados
obtenidos con el transductante IN28 donde la suma de las
deficiencias en oxyR y en recN eliminan completamente la
meseta, confirman lo anterior. El hecho de que en IN28 se logre
no solamente duplica? la respuesta SOS con s6lo 1 Gy, sino
obtener ademés la induccién més elevada hace pensar que la gran
sensibilidad a la radiacién de IN28 con respecto a las otras
cepas es debida'a la carencia de recN. Esta suposicién estad de
acuerdo con lo propuesto por Picksley y col. (1984) y por
Sargentini Y Smith (1986), quienes sugieren que recN participa
en la reparacién de rupturas dobles en el ADN.

Al comparar las graficas de induccién Ae SOS con las de
supervivencia puede verse que la mayor mortalidad de las
bacterias no significa necesariamente gque la respuesta SOS
tenga que ser mayor. La supervivencia estéa déterminada por una
gran cantidad de factores que act@an en un momento dado para
dar a las células la posibilidad de soportar cualguier presién

de seleccién de manera gue pueda segqguir reproduciéndose, dando
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lugar a la aparicién de colonias visibles. Uno de estos
factores es la respuesta S0S la cual se induce solamente al
existir lesiones en el genoma y confiere a las bacterias
ciertas caracteristicas que les dan mayores posibilidades de
soportar dichas lesiones. Se puede observar que en todas las
cepas, salvo en PQ37, la supervivencia mds alta coincide con
una menor respuesta S0S. PQ37 muestra uné baja supervivencia lo
mismo gque una baja induccién con respecto a IN28 y 0OG100. Es
posible que el descenso en la supervivencia pudiera deberse al
retraso gue presenta esta cepa en la induccién de las funciones
SOS. 0G100 tiene una mayor supervivencia que PQ37 y también una
mayor induccidén de 50S, lo cual estd de acuerdo con la idea de
que a maydr activacién de esta via mayores probabilidades habra
de supervivencia. IN28 muestra un ligero descenso en la
supervivencia con relacién a 0G100, sin embargo, dada 1la
importancia que tiene el gen recN en la reparacién de rupturas
dobles se hubiera podido pensar que seria aGn mas sensible al
efecto letal de la radiacién. El que la mortalidad de IN28 no
sea mayor puede deberse precisamente a la elevada induccién de
la respuesta SOS, lo cual se traduciria en una mayor tolerancia
al dafio.

Hay, sin embargo, otras hipétesis. posibles como 1la
participacién en la supervivencia de genes con mayor relevancia
como recA, recB y recC, o también a que por tratarse de dosis
relativamente bajas la contribucién de las rupturas dobles al
dafio total es todavia poca. Todas estas posibilidades, que no

se excluyen entre si, quedan todavia por investigarse.
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CONCLUSIONES.

Los datos obtenidos sugieren gque los genes recN y oxyR son
los responsables de la meseta observada en PQ37 y O0G1l00 al
inducir SOS con radiacidén ionizante, protegiendo contra ella y
reparando los dafios ocasionados tanto por el efecto directo de
la radiacién como por los radicales libres producto de 1la

radiélisis del agua.

Gracias a la deficiencia en el'carécter recN fue posible
sensibilizar el sistema, lograndose duplicar la induccién de
las funciones SOS con s6lo 1 Gy de radiacién gamma. Se obtuvo
ademds una respuésta lineal en una parfe de la curva de
dosis-respuesta del transductante IN28, lo gque - permite
considerar la posibilidad de utilizar mas adelante este sistema

como un dosimetro biolégico.
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APENDICE I

Medios de Cultivo y Amortiguadores

*Amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.4

-Fosfato monobdsico de sodio (NaH2POa .gab)

~Fosfato dibasico de sodio (NazHPOs)
*Caldo de Luria

~Cloruro de sodio
~Extracto de levadura
~Bactotriptona

-Agua bidestilada
*Agar de Luria
~Cloruro de sodio
-Extracto de levadura
-Bactotriptona

~Agar bacteriolégico
-Agua bidestilada

Amortiguador B (para B-galactosidasa)

~Naz2HPO4

~-NaH2P04

45

10

120 ml 0.2 M

880 ml 0.2 M

10

10

(4]
B a a v

10

12

H o @ a

16.1 g

5.5 g



~KC1 ’ 0.75 g

-MgS0Os .H20 0.25 g
-SDS . 1 g
-B-Mercaptoetanol - 2.7 ml

Se ajusta a pH 7 y se afora a 1 L

Amorfiguador P (para fosfatasa alcalina)

-Tris (hidroximetil aminometano) [C4aH11NO3] 121 g
-SDSs ’ l1g
Se ajusta a pH 8.8 y se afora a 1 L

Reactivos

ONPG (o-nitrofenil galactopiranosa) 4mg/ml

-ONPG 400 mg
-NazHPOa (0.1M) 61 ml
-NaHz2P0Oa (0.1M) 39 ml

PNPP (p-nitrofenil fosfato) 4mg/ml
~-PNPP 400 mg
-Amortiguador P ’ 100 ml

* Se esterilizan en autoclave.
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