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INTRODUCCION
Caracteristicas de las radiaciones ionizantes

Los efectos de la radiacion ionizante han sido investigados en el organismo completo y en sus
tejidos, a nivel celular o molecular, Los primeros estudios de los cambios biolégicos inducidos por
la radiacion ionizante comenzaron poco después del descubrimiento de los rayos X por Roentgen
en 1895 (1).

La radiacion es el acarreo de energia sin la necesaria intervencion de un medio de transporte
como el agua . Existen dos maneras de producir radiaciones ionizantes; la primera es cuando
particulas cargadas excitan a electrones y éstos al desexcitarse producen radiaciones secundarias
como los rayos X, o bien por desintegracion de nicleos radiactivos (2). Las radiaciones emitidas
por sustancias radiactivas se conocen con el nombre de radiaciones alfa, beta y gamma; su
clasificacion se basa en sus poderes de penetracion crecientes y de ionizacion decrecientes; las
dos primeras estan formadas por particulas cargadas y la tercera por particulas sin carga y
corresponde a la radiacion electromagnética. Las diferentes formas de radiacion electromagnética
son cualitativamente iguales, la diferencia reside en la forma en que son producidas y detectadas,
asi como en sus longitudes de onda y sus frecuencias. Cuadro 1 3).

Cuadro 1. Espectro de las ondas electromagnéticas.

Frecuencia/ Hertz

. {Microondas Infrarrojo Tlltravioleta Rayos Rayo

109 1010 go!l 1012 1013 qol4| 1015 1qi6 14" 1018 1%9 1020 g2l
Energia/ electron volt
04 10 102 qp! topo 102 | 10® | 10* 105 | 106 107 | 108
Rayps X Gamma. césmico

102 103 104 105 106 197 108 (109 (1010 jo-lt] 1012 013 1o-M4
Longitud de onda/m

'Ifomado de : Keifer Jiirgen (1990) Biological radiation effects. Springer-Verlag. New YorK.




Cuando las particulas cargadas interaccionan con la materia producen colisiones con los
dtomos del absorbedor transfiriendo a éstos energia y cierta cantidad de movimiento; estas
colisiones pueden llevarse a cabo en los electrones o en los niicleos y son de dos tipos: elasticas e
ineldsticas (4). En las colisiones elasticas la energia transferida continiia bajo la forma de energia
cinética y por lo tanto no hay excitacion de los atomos; por el contrario, en las colisiones
inelasticas parte de la energia transferida produce excitacion en los dtomos e inclusive ionizacion

@).

Las colisiones inelasticas con electrones es el mecanismo predominante para transferencia de
energia a materiales de bajo nimero atémico como el agua o tejidos. Como resultado, los
electrones en el ambiente son excitados a un estado de energia mas elevado o expulsados del
4tomo dando lugar a la ionizacion (4). Por consiguiente es importante establecer desde el punto de
vista biologico las consecuencias de la interaccion de este tipo de energia con la materia,
especialmente en organismos vivos.

Con base al poder de penetracion de las radiaciones ionizantes -el cual depende de ciertas
propiedades como carga, masa, energia, etc-, se considera a los rayos alfa, protones y niicleos
como particulas cargadas pesadas, a los rayos beta como particulas cargadas ligeras y a los rayos
gamma y réyos X como radiacion electromagnética . Por ejemplo, en general se puede decir que
los rayos alfa que tienen carga pesada con velocidades de 16,000 km/s, presentan un poder de
penetracion muy bajo en la materia y consecuentemente su poder de ionizacion es muy elevado,
los rayos beta que ticnen carga ligera, viajan a una velocidad de 130,000 kmys, su poder de
penetracion y de ionizacion es intermedio; por el contrario los rayos X y Gamma que viajan a una
velocidad en el vacio de 2.9979 x 108 my/s tienen un gran poder de penetracion y su ionizacién es

' muy baja (3, 5).

Como consecuencia de los diferentes poderes de penetracion de estas radiaciones el espectro

- de absorcidn es diferente para cada una de ellas, de esta manera, los rayos alfa que penetran

aproximadamente sélo 0.1mm de tejido, no representan un grave peligro; por el contrario las
particulas beta penetran unos pocos milimetros dependiendo de su energia y es necesaria una

fuente blindada para evitar la exposicion. La radiacion electromagnética que comprende a los

rayos X'y los rayos Gamma, tiene un alto poder de penetracion, incluso puede penetrar un bloque
de plomo (6).
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La ionizacion puede ser producida de manera directa e indirecta. La radiacion es directamente
ionizante si lleva particulas con carga eléctrica -tales como los rayos alfa y beta-, estas particulas
cargadas interaccionan con el medio por atraccion electrostatica o por repulsion; por el contrario
la radiacién indirectamente ionizante se produce cuando el material que interacciona con el medio
no tiene carga (Rayos gamma y X). Esta radiacion transfiere su energia a electrones fuertemente
ligados al atomo o practicamente libres . Cualquiera que sea el mecanismo por el cual se produce
la ionizacién, siempre ocurrir que la energia depositada por la radiacion medida en Joules por
kilogramo , ser utilizada para sacar el electron del dtomo, donde estd sostenido por la atraccion
ejercida por el ncleo (4); estos electrones liberados son de alta energia y la interaccion que tengan
con la materia es de gran importancia ya que pueden producir efectos irreversibles en el material
bioldgico.

Unidades de ionizacion

Con el objeto de estandarizar las medidas de ionizacion utilizadas en radiacion se cred en 1925
la Comision Internacional de Unidades y Medidas Radidlogicas (ICRU). La unidad cuantitativa
establecida fue el Roentgen (R) y se utilizaba para evaluar los efectos quimicos y biolégicos que
ocurren en los materiales expuestos a radiacion.

Mas tarde se observo que el R era un término inadecuado, ya que la definicion se limitaba
Gnicamente a los rayos X y Gamma, ademés no tomaba en cuenta la energia absorbida por el
organismo (7). Debido a esto la ICRU introdujo el término de Kerma ( Kinetic Energy Released in
the Matter) para describir la interaccion inicial de los protones y neutrones (radiacion
indirectamente ionizante) con ja materia: K= dEtr/dm.

Donde dEtr es el total de la energia cinética inicial de todas las particulas cargadas liberadas por
radiacion indirectamente ionizante en un volumen de material de masa dm.,

Como no toda la energia depositada por la radiacion es retenida por el medio se cred el
término de dosis absorbida, el cul describe la cantidad de energia absorbida real en el tejido y de
_ esta manera se puede estimar el riesgo biologico de la radiacion ionizante: D= dEabs / dm
Donde dEabs es la energia promedio depositada por la radiacion ionizante en una porcion de
~ materia con masa dm.
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A pesar de que hasta hace poco la unidad de dosis absorbida era el rad, con una magnitud de
100 erg / g, actualmente en el sistema internacional (SI) la unidad de dosis absorbida es el gray
(Gy), el cual tiene una magnitud de 1 J x Kg" I Deesta manera, 1Gy = 100 rad (4).

Desde el punto de vista de proteccion radidlogica el término de dosis absorbida es insuficiente
ya que no predice la severidad de los efectos bioldgicos inducidos a bajas dosis de radiacion y
debido a esto se introdujo el término de dosis equivalente (H) que se obtiene multiplicando la dosis
absorbida (D) por los factoresQy N: H=DxQxN (JxKg ").
Q es el factor de calidad y es un valor preestablecido utilizado en proteccion radiobiologica, Para
los rayos X y Gamma es igual a | y para las particulas alfi el valor de Q es 20.
N es el producto de todos los demés factores modificables ( que incluyen rapidez de absorcién en
determinado tienpo, fraccionamiento de la misma o propiedades especificas de un 6rgano en
particular), la Comision Internacional de proteccion Radiologica (ICRP) le ha asignado el valor de
1.

- La unidad de dosis equivalente utilizada era el rem con unidades de 100 erg/ g, pero en la
actualidad este término esté en desuso y ahora se utiliza el Sievert (Sv) (3). De esta manera 100
rem = 1Sy, 1 rem = lcentisievert (cSv).
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Limite anual de dosis

El limite anual de dosis son valores recomendados por el Consejo Nacional de Proteccion y
Medidas Radiologicas (NCRP) y se han creado con el fin de asegurar que a las dosis recibidas, las
personas ccupacionalmente expuestas a radiaciones no presentaran sintomas clinicos indicadores
de un daflo inicial, por ejemplo, descamacion en piel, disminucion en la cuenta de leucocitos,
cataratas, etc. Los limites de dosis permisibles anual para los trabajadores son de SOmSv (5 rem)

(8).

Fuentes de exposicién a la radiacién

Y T T T T e

Los organismos vivos estan expuestos a radiaciones en forma natural y artificial:

En forma natural la exposicion es por: a) Radiacion ultravioleta (UV), la cual se divide en tres
espectros dependiendo de su longitud de onda, de estos tres el mas daflino es el espectro UV-B
que se encuentra entre los 280 - 315 nm y que se ha visto involucrado en cancer de piel (9); b)
| ' Rayos césmicos que penetran profundamente en la tierra y, c) Radiaciones emitidas de elementos
naturales tales como: el radio, plutonio,carbonoM , tritio o por isdtopos que se acumulan en el
cuerpo al consumir alimentos, beber agua, etc (6). Se ha determinado un promedio de, dosis
recibida aproximada de 0.09 cGy/afio en tejido gonadal y médula 6sea, proveniente de radiaciones
cosmicas e isétopos naturales (10).

La exposicion artificial proviene de diversas fuentes como son: Terapéutica, ocupacional, por
explosiones'de bombas atomicas o por desechos radiactivos de plantas nucleares tales como el
complejo Chernobyl (6). El promedio de dosis recibida por exposicion terapéutica varia de
acuerdo al tratamiento, por ejemplo en radioterapia los individuos reciben aproximadamente dosis
diarias de radiacion Gamma entre 1.8 y 2 Gy (11)




Clasificacidn de los efectos bioldgicos de la radiacidn lonizante.

Los efectos biologicos de las radiaciones ionizantes se pueden dividir en dos categorias en
funcién de su incidencia:

a) Estocasticos.- Estos efectos son de tipo probabilistico, es decir, un aumento en la dosis
conduce a un aumento en la frecuencia con la que aparece el efecto en un grupo de personas, pero
no se puede determinar a priori que a una dosis determinada se produzca con seguridad un efecto
en una persona. La relacion dosis-efecto se conoce linicamente para dosis elevadas, para dosis
bajas, la relacion no se conoce (8). Los principales efectos estocdsticos son: la incidencia de
cancer de tiroides o leucemias; abortos espontédneos y alteraciones génicas que aparecen en células
germinales de individuos irradiados (3).

b) No estocasticos.- Aquellos efectos que se producen a partir de una dosis umbral y
aumentan en severidad dependiendo de la dosis. Para dosis altas recibidas en un tiempo corto el
efecto se agudiza. El valor umbral varia entre los individuos, las condiciones de exposicion y los
tejidos irradiados, por ejemplo, para la piel el valor umbral es por debajo de los 6 Gy, mientras que
para los ovarios es de 1.6Gy en dosis Unica. Si se rebasan estos valores se empiezan a observar
efectos estocasticos; algunas manifestaciones de estos efectos son: lesiones no malignas en la piel,
esterilidad temporal, cataratas, etc. Cuadros 2 y 3 (12, 13),




Cuadro 2. Efectos no estocésticos cuando la irradiacién es a cuerpo total
Dosis absorbida ‘ Efecto
, Gy
'8 >de0.1 Rupturas cromosomicas en cél. sanguineas dificiles de detectar
B Interferencia con la organogenesis de embriones.
>de0.25 Cambios sanguineos.
>de 0.50 Probable retencion momenténea de la espermatogénesis
>del Sindrome de radiacion probable.
>de 2 Nauseas, vomitos, agotamiento, etc.
; >ded 50% probabilidad de muerte.
i+ >de6 100% probabilidad de muerte
1 ,
§~ .
i

f[ Cuadro 3. Efectos no estocdsticos cuando la irradiacién es en alguna parte
del cuerpo
i Parte del cpo. Dasis Dafio
i expuesta Gy
‘ : Gonadas 0.5 Esterilidad temporal,
Gonadas 8 Esterilidad definitiva,
| Cuero cabelludo 5 Caida del pelo temporal.
Cuero cabelludo 25 Caida del pelo definitiva.

i e
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Cuadro 2. Efectos no estocdsticos cuando la irradiacién es a cuerpo total
Dosis absorbida Efecto
Gy
>de0.1 Rupturas cromosomicas en cél. sanguineas dificiles de detectar
Interferencia con la organogenesis de embriones.

>de0.25 Cambios sanguineos. . :

- >de0.50 Probable retencion momenténea de la espermatogénesis )
e >del Sindrome de radiacion probable. ‘

3 >de 2 Néuseas, vomitos, agotamiento, etc.

>ded 50% probabilidad de muerte.

>de6 100% probabilidad de muerte

' | Cuadro 3. Efectos no estocésticos cuando Ia irradiacién es en alguna parte
’ del cuerpo

Parte del cpo. Dosis Daflo

: : expuesta Gy

Génadas 0.5 Esterilidad temporal.

Gonadas 8 Esterilidad definitiva.

1 Cuero cabelludo 5 Caida del pelo temporal,

g Cuero cabelludo 25 Caida del pelo definitiva.
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Interaccldn de la radiacién lonizante con la célula

El daflo qu'e produce la radiacion ionizante en la célula se puede estudiar a tres niveles:

a) En la membrana, ocasiona un desequilibrio en el intercambio de sustancias nutritivas o en la
eliminacion de toxinas, si el equilibrio no se restablece rapidamente se pueden generar dafios
irreversibles en la célula (13).

b) En el citoplasina, la radiacién puede depositar su energia en los organelos celulares y en la
molécula de agua, que puede ser ionizada o excitada. Los productos de la ionizacién y la
excitacion poseen electrones no pareados y representan radicales libres que son altamente
reactivos, los cuales al reaccionar pueden producir; a) Peréxido de hidrégeno, el cual
biologicamente es muy daflino y ocasiona alteraciones en el funcionamiento celular y, b)
Hidronio, que es mucho mas activo que el peréxido de hidrégeno y produce un envenenamiento
en la célula (2) .

La formacion de radicales depende de la naturaleza de la radiacion. La radiacion alfa es
mucho mas daiiina que la radiacion beta y gamma, ya que con Ia primera hay una acumulacion
mayor de peréxido de hidrogeno (6). La produccion de estos radicales significa un dafio critico
en la célula y en los tejidos debido a que son altamente inestables y quimicamente reactivos con
otras moléculas; por ejemplo, se ha visto que el 75% del daflo inducido al ADN por rayos X es
producido por radicales hidroxilo (1), y que la presencia de oxigeno permite la formacion de

radicales adicionales llamados superéxidos, que inducen la formacién de factores clastogénicos
(4, 19)




————— s e ebe . e TPA mwmeme Sm e e w8 e T,

¢) En el nicleo, el cual se ha demostrado que es el organelo celular mas radiosensible, es
posible que la radiacion sea capaz de inducir muerte celular (15) o un incremento en la frecuencia
de rearreglos cromosoémicos que pueden ocasionar deleciones y mutaciones puntuales en genes
reguladores de la division celular implicados en el inicio de la carcinogénesis (16). Los cambios
cromosomicos en células de la médula 6sea pueden dar origen a clonas aberrantes directamente
responsables de la aparicion de leucemia o a complementos cromosomicos inestables y
desbalanceados los cuales son mas susceptibles a otros agentes leucogénicos (17). Estos efectos
se han observado en los sobrevivientes de la bomba atomica, ya que después de la exposicion se
encontro aumento en la frecuencia de translocaciones , cromosomas dicéntricos y anillos (18) y
varios aflos después se observé que estas personas desarrollaron algun tipo de cancer (19, 20).

El daiio inducido por la radiacion ionizante en los cromosomas depende del ciclo celular y
puede ser de tipo cromosomico o cromatidico. Las aberraciones de tipo cromosémico se producen
durante las fases G y G, antes de la replicacion del ADN y se dividen en:

a) Estables; son aquellas que permanecen en las siguientes divisiones celulares, algunos
ejemplos son las inversiones y translocaciones,

b) Inestables; las células con estas aberraciones son eliminadas en las siguientes divisiones

celulares, como ejemplo tenemos a los cromosomas dicéntricos, fragmentos céntricos y/o
acéntricos y anillos.

Las aberraciones de tipo cromatidico se producen cuando la célula es irradiada después de la

duplicacion del ADN, es decir en Gy o en la fase S y se les conoce como rupturas cromatidicas
(21, 22).




Efeétos de las radiaciones ionizantes en el ADN

La radiacion ionizante al interaccionar con el ADN produce diversas alteraciones como son:
dafto y pérdida de bases, desnaturalizacion de algunas zonas, puentes cruzados entre proteina y
ADN , rupturas en una sola hebra (SSB) y en las dos hebras (DSB) del ADN (2).

Se ha observado que por cada 10 SSB inducidas por la radiacién ionizante se produce 1 DSB,
dependiendo esto, de la cantidad de energfa absorbida por la célula, es decir, se requieren de 60 a
180 eV para producir SSB y una energia 1,000 a 1,800 eV para producir DSB (4).

Con base al tiempo requerido para la reparacion, se han identificado tres tipos de rupturas:
Las SSB constituyen el 90% de las rupturas iniciales, se reparan rapidamente y se retnen en un
tiempo promedio de 5 minutos; las segundas, (DSB) son aquellas que constituyen el 9 % del dafto
inicial y tienen un promedio de reparacién de aproximadamente 70 min; y las no reparables, que

representan el 1 % de las rupturas iniciales (23) y pueden ocasionar mutaciones estables en el
ADN,

Algunos autores han demostrado que el dafio inducido por la radiacion esta relacionado con la
edad del individuo, ya que a mayor edad disminuye la capacidad de reconocimiento y reparacion
del dafio (24), sin embargo, otros autores no han encontrado esta relacion (25).

_ Elregistro de la frecuencia de aberraciones cromosomicas en cultivo de linfocitos es uno de los
métodos mas utilizados para monitorear poblaciones expuestas a radiacion ionizante, ya sea por:
a) Exposicién accidental en individuos expuestos a la bomba atomica en quienes la magnitud de
los efectos biologicos es facil de cuantificar debido a las altas dosis, estos individuos recibieron
radiaciones gamma y neutrones (26) con dosis equivalentes a 2 sV (19) y el tipo de aberraciones
cromosomicas que se observaron en ellos fueron aberraciones cromosomicas estables (
translocaciones reciprocas ¢ inversiones) e inestables ( dicéntricos y aniflos) las cuales desaparecen
debido a problemas de segregacion en la mitosis (18), b) Exposicion para diagndstico médico u

ocupacional; en este tipo de poblaciones es més dificil cuantificar los efectos biologicos de la
radiacion debido al uso de dosis bajas.




Por otra parte, una de las fuentes mis importantes de exposicion a la radiacion ionizante es
por diagnostico médico. La radiografia con rayos X se usa en muchas ramas de la medicina para el
diagnostico o tratamiento de diversas enfermedades. Debido a que en ocasiones se requieren de
maltiples radiografias, diversos autores han tratado de establecer una correlacion en cuanto a la
presencia de aberraciones cromosomicas y los efectos clinicos de la radiaciones en estos
pacientes,

Stewart y Sanderson en 1961 (27) y Conen y col en 1963 (28) demostraron que pacientes
que recibieron dosis entre 0.003 a 0.02 Gy de rayos X presentaron diversas anormalidades
cromosdmicas. Mds tarde Bloom y Tjio (29) encontraron una mayor frecuencia de cromosomas
dicéntricos, anillos y fragmentos acéntricos en pacientes expuestos a dosis de 0.12 - 0.35 Gy de
nmyos X.

Por iltimo, se debe considerar el hecho de que los individuos que aplican la radiacion para
diagnostico y tratamiento médico estan expuestos a este tipo de agente, y por lo tanto son
susceptibles de tener dafio en el ADN, de tal manera que la ICRU ha establecido que los limites
permisibles de radiacion para trabajadores ocupacionalmente expuestos sean de 50 mSv (30). Sin
embargo, a pesar de que se trabaja por debajo de estos valores existen maltiples reportes en donde
se observa una relacion lincal entre la produccion de aberraciones cromosomicas en linfocitos y el
total de dosis acumulada de radiacion en trabajadores expuestos a bajas dosis (31, 32).

~ En 1988 Bigatti y col. (33) y Barquinero y col (34) estudiaron a personas ocupacionaimente
expuestas a rayos X y Gamma y encontraron un incremento significativo de fragmentos
acéntricos, dicéntricos y otros rearreglos. Jha y Sharman en 1991 reportaron observaciones
similares (35) en individuos cxpuestos a dosis de 0.1 a 0.17 Gy y sdems ellos observaron que no
hay incremento en la produccion de aberraciones en funcién de la duracion del empleo y de la
edad. Sin embargo, a pesar de lo anterior cuando Balasem y col. (30) estudiaron a un grupo de

 trabajadores que tenian de 7-29 aflos de exposicion y los compararon con otro grupo que tenia de

1-4 aftos, encontraron una mayor produccion de fragmentos, anillos y dicéntricos en relacion
directa con el tiempo de trabajo. Recientemente Braselmann y col (36) estudiaron a trabajadores
de plantas nucleares expuestos a Co%0 Cs'”. ayos Gamma y neutrones y observaron una
frecuencia de cromosomas dicéntricos y anillos significativamente mas elevada que en los
individuos no expuestos.
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Electroforesis unicelular

Si bien la presencia de aberraciones cromosomicas es uno de los métodos més utilizados para
monitorear el dafio inducido por la radiacion ionizante, diversos autores han aplicado otras
metodologlas. Por ejemplo, Mutchinick y col en 1978 (37) demostraron que individuos
ocupacionalmente expuestos a cantidades minimas de metales de transicion como el Mo yel
997Tc y a halégenos radiactivos del tipo del 1251y 31y presentaron una frecuencia elevada de
Intercambio de Cromatides Hermanas. Lucas y col. en 1992 (38) evaluaron mediante las técnicas
de Hibridacion in-situ con fluorescencia (FISH) y de bandas G los efectos de la radiacion en los
sobrevivientes a la bomba atomica de 1945, sus resultados mostraron una mayor frecuencia de
translocaciones en estas personas e indicaron que el "painting” de cromosoma completo es un
método vélido y rapido para analizar rearreglos cromosémicos estructurales, ya que las dos
metodologias utilizadas, bandas G y FISH, detectaron frecuencias equivalentes de rearreglos.

Las técnicas de bandas G, Intercambio de Cromatides Hermanas e Hibridacion in-situ con
Fluorescencia, han mostrado ser de gran ayuda para evaluar el dafio inducido por exposicién
crénica a la radiacion ionizante, sin embargo, el estudio es laborioso por el gran nimero de
células que se requiere analizar y los resultados son obtenidos después de varios dias.

Ademas de todas las técnicas antes mencionadas y con las cuales se detecta dafio inducido por
exposicion cronica, también es importante evaluar el tipo de daflo producido por exposicion
inmediata y a bajas dosis de radiacion.

En 1984 Ostling y Johanson introdujeron la técnica de electroforesis unicelular (EU) con pH
neutro para medir las rupturas en la doble cadena del ADN inducidas por radiaciones ionizantes
(39). La EU permite identificar el dafio inducido por diversos agentes en células individuales
sometiendo el material genético a un campo electroforético. La imagen que se obtiene como
resultado es semejante a la de un cometa en el que el centro es el ADN no dafiado y la cola es el
ADN fragmentado, que a mayor longitud reﬂejh mayor daflo. Las ventajas de la técnica son: se
requiere de muy poca muestra para el anélisis (10,000 células aproximadamente) , los resultados se
pueden obtener en un solo dia y es mas econémica que cualquier otra metodologia (40).

12
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Electroforesis unicelular

Si bien la presencia de aberraciones cromos6micas es uno de los métodos més utilizados para
monitorear el dafto inducido por la radiacién ionizante, diversos autores han aplicado otras
metodologias. Por ejemplo, Mutchinick y col en 1978 (37) demostraron que individuos
ocupacionalmente expuestos a cantidades minimas de metales de transicion como el Mo ye
PTcya hal6genos radiactivos del tipo del 125 y 131 presentaron una frecuencia elevada de
Intercambio d¢ Cromatides Hermanas. Lucas y col. en 1992 (38) evaluaron mediante las técnicas
de Hibridacion in-situ con fluorescencia (FISH) y de bandas G los efectos de la radiacion en los
sobrevivientes a la bomba atomica de 1945, sus resuitados mostraron una mayor frecuencia de
translocaciones en estas personas e indicaron que el "painting” de cromosoma completo es un
método vélido y répido para analizar rearreglos cromosdmicos estructurales, ya que las dos
metodologias utilizadas, bandas G y FISH, detectaron frecuencias equivalentes de rearreglos.

Las técnicas de bandas G, Intercambio de Cromatides Hermanas e Hibridacion in-situ con
Fluorescencia, han mostrado ser de gran ayuda para evaluar el dafo inducido por exposicion
cronica a la radiacion ionizante, sin embargo, el estudio es laborioso por el gran nimero de
células que se requiere analizar y los resultados son obtenidos después de varios dias.

Ademés de todas las técnicas antes mencionadas y con las cuales se detecta dafio inducido por
exposicion cronica, también es importante evaluar el tipo de dafio producido por exposicion
inmediata y a bajas dosis de radiacion.

En 1984 Ostling y Johanson introdujeron la técnica de electroforesis unicelular (EU) con pH
neutro para medir las rupturas en la doble cadena del ADN inducidas por radiaciones ionizantes
(3\9). La EU permite identificar el daflo inducido por diversos agentes en células individuales
sometiendo ef material genético a un campo electroforético. La imagen que se obtiene como

resultado es semejante a la de un cometa en el que el centro es el ADN no dafiado y la cola es el

ADN fragmentado, que a mayor longitud refleja mayor daflo. Las ventajas de la técnica son: se
requiere de muy poca muestra para el anélisis (10,000 células aproximadamente) , los resultados se
pueden obtener enun solo dia y es mas economica que cualquier otra metodologia (40).
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Singh y col en 1988 (41) modificaron la técnica para condiciones alcalinas, con lo que lograron
detectar rupturas en cadena sencilla del ADN inducidas por una dosis de 0.25 Gy de rayos X.
Poco después Vijayalaxmi y cols (40) lograron que la técnica fuera lo suficientemente sensible
como para detectar dafio al ADN inducido por dosis de radiacion tan bajas como 0.05 Gy.

A partir de las modificaciones que realizaron Singh y col (41), diversos autores han utilizado
esta técnica con el fin de observar el efecto que tienen otros agentes. En 1990 este mismo autor
encontré que existe una disminucion en la capacidad de reparacion del ADN en relacién con un
aumento en la edad (42). Mas tarde Tice en 1991 (43) y Betti en 1994 (44) encontraron una
correlacion directa entre la migracion del ADN y el dafio inducido por el consumo del cigarro;
también se ha observado que la ingesta de medicamentos asociada con infecciones bacterianas
severas son !a causa del aumento de migracion en la cola del cometa (45).

En 1994 Green y col (46), reportaron que una buena alimentacion y la ingesta de pequeiias
cantidades de vitamina C producen un efecto protector contra la radiacion ionizante y esta AR
proteccion disminuye 6 horas después de haber ingerido el alimento. R
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JUSTIFICACION

El presente estudio se disefi6 en el Instituto Nacional de Pediatria para cuantificar el daflo al
ADN mediante la técnica de electroforesis unicelular en las personas que laboran en los servicios
de Radioterapia, Medicina Nuclear y Radiologia; estas personas participan en el diagnostico
radidlogico en pacientes pedidtricos y estan expuestas a radiacion, por lo tanto es importante
evaluar el dafio genético en ellas.

OBJETIVOS

1.- Cuantificar el dafio al ADN en linfocitos de trabajadores ocupacionalmente expuestos a
radiacién mediante la técnica de electroforesis unicelular,

2.- Determinar si existe correlacion entre la dosis de radiacién y el dafio al ADN,

HIPOTESIS

L.- El personal que aplica la radioterapia y participa en el diagnostico radidlogico presenta
dafio en el ADN detectable con la técnica de EU significativamente mas elevado que el personal
que no esta en contacto con la radiacion.

~ 2.- Los trabajadores expuestos a mayores dosis de radiacion presentan dafio al ADN
significativamente mas elevado que los trabajadores expuestos a menores dosis.

14
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CRITERIOS DE INCLUSION
Poblacidn de estudio:

La poblacion estudiada estuvo integrada por dos grupos de personas que accedieron
voluntariamente a colaborar en el estudio.
2

* Grupo 1: Formado por el personal técnico y médico de los servicios de Radiologia, Medicina
Nuclear y Radioterapia que participan activamente en los procedimientos de diagnostico
radiélogico y radioterapia.

*Grupo Control: Constituido por personal administrativo que labora en otros servicios del
INP, que no han estado expuestos a rayos X o Gamma, de edades similares a los sujetos del grupo
L.

Notas:

1.- Si alguna de las personas presentaba un padecimiento agudo (diarrea, enfermedades de las
vias respiratorias, etc) o si estaba tomando medicamentos, la toma de la muestra se desplazé dos
semanas aproximadamente.

2.- Cuando alguna persona no cumplié con la rutina de trabajo el dia de la toma de la muestra,
¢l estudio se repitio en otra ocasion,

CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron las personas que:
1.- Habian padecido algin tipo de cincer.
2.- Habian recibido quimioterapia o radioterapia.




s

CRITERIOS DE ELIMINACION

1.- Se eliminaron a las personas a las cuales por cualquier motivo no fué posible obtener la
segunda muestra.

METODOLOGIA

Se entrevistd personalmente a cada uno de los participantes para que firmaran la carta de
consentimiento informado y para conocer sus habitos y estilos de vida (Apéndices I y II).
También se les solicité que acudieran en ayunas el dia programado para la toma de la muestra y
que desayunaran inmediatamente después de la toma de la primera muestra y pasadas 6 horas de
jornada laboral se les tomo la segunda muestra.

La poblacion estuvo constituida por 41 individuos del grupo 1, de los cuales 6 pertenecian al
servicio de medicina nuclear, 4 al de radioterapia y 31 al de radiologia, y por 21 individuos del
grupo control.

De cada individuo se tomd 1ml de sangre periférica en ayunas y antes de iniciar la jornada
laboral , la segunda muestra se tom6 6 horas después de haber iniciado su trabajo.

Electroforesis unicelular

Preparacion de las laminillas: A un portaobjetos esmerilado se le agregaron 110p! de agarosa
regular y se colocd un cubreobjetos. Después de 3-Smin se removié cuidadosamente el
cubreobjetos y se adicionaron 80pl de la mezcla, la cuél contenia 75u! de agarosa de bajo punto de
fusion y Sul de sangre recién tomada. Se coloco sobre hielo de 3-Smin con el fin de que
solidificara la agarosa. Posteriormente se afladieron 75ul de agarosa de bajo punto de fusion y se
cubrieron con un cubreobjetos. Después de Smin se retir6 el cubreobjetos y las laminillas se
colocaron en solucién de lisis por 24 horas. Para cada muestra se elaboraron tres laminillas (
Apéndice III para la preparacion de reactivos).
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“ | Electroforesis y tincion: Las laminillas se retiraron de la solucion de lisis y se colocaron en una
t} camara de electroforesis horizontal la cuél contenia buffer con pH alcalino; después de 20 min se
l corrieron a 25 V y 300mA durante 20 min. Terminado este tiempo se sacaron del buffer alcalino y
| se le lavaron tres veces con buffer de neutralizacion (pH 7.5).

" Finalmente para la tincion se adicionaron 50ul de Bromuro de etidio (EtBr) a cada laminilla y
se coloc un cubreobjetos. Las preparaciones fueron guardadas en una chmara hiumeda a 4°C para
‘ evitar Ia deshidratacion de la agarosa, cubriéndolas de Ia luz para impedir el decremento de la
) fluorescencia. (Apéndice IV) .

Andligis de los geles: Los geles se codificaron para ignorar & que grupo pertenecian las
muestras; de los tres geles preparados se escogieron dos al azar para su andlisis; el tercero se

analizd en caso de existir diferencia en las dos lecturas anteriores. Utilizando un ocular
. micrométrico y un filtro de excitacion de 546 nm se midio el largo de la cola del cometa en micras.
: Para cada muestra se analizaron 100 células y se calculd el promedio del tamafio de la cola en cada
i individuo. Se tomaron fotografias para ejemplificar células sin daflo y células con daio. (Fig 1 y
2)

Andlisis estadistico

s Para observar si existian diferencias entre las muestras tomadas antes y después de la jornada
|  laboral en los dos grupos, se utilizé la prueba de t de student para muestras dependientes; para
: observar si existian diferencias entre el grupo 1 y el grupo control se utilizd 1a prueba de t de
student para muestras independientes,

‘ ’2 o El coeficiente de correlacion simple de Pearson se utilizo para establecer una posible relacién

£ ~entre la dosis de exposicidn mensual (la cual corresponde a la registrada por ¢l dosimetro en el
mes anterior a la toma de la muestra ) y la migracion del ADN.
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RESULTADOS

Debido a que las respuestas de los individuos en la hoja de captacion de datos fueron
negativas en cuanto a habitos de fumador, ingesta de drogas, etc. Ninguno de ellos fue excluido
del estudio ( Apéndice I).

El los cuadros 4 y 5 se observan los datos obtenidos de los 41 individuos ocupacionalmente
expuestos y de los 21 individuos control.

Al comparar los promedios de la migracion del ADN en las muestras tomadas antes de la
jornada laboral de! grupo 1 con el grupo control, no se observaron diferencias significativas (p =
0.321); sin embargo, cuando se compararon las muestras post jornada laboral, si se observé un
aumento significativo en la migracion del ADN (p = 0.013) Cuadro 6. ‘

El hecho que las desviaciones estandar sean tan grandes, demuestra la gran variabilidad que
existe entre los individuos, sin embargo, en todos los casos observamos que tanto los individuos
que presentaban una menor migracion como los que tenian una mayor migracion presentaban un
incremento equivalente de la migracion después de la jomada laboral Cuadro 4 y 6.

En los individuos control, no se observaron diferencias significativas en las muestras tomadas
antes y después de la jornada laboral (p = 0.285) Cuadro 6, Grfica 1.

Al comparar las muestras pre y post jornada laboral de los 41 individuos ocupacionalmente
expuestos (Grupo 1), se demostrd un incremento significativo en la migracion del ADN, con una
p <0.05 Cuadro 6, Grafica 1.
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" No se logro establecer una correlacion entre la dosis de eprsicién mensual y la migracidn del
ADN en la muestra tomada después de la jornada laboral ( = 0.24 y p > 0.05) Gréfica 2, Sin
embargo, cuando se eliminaron a los tres individuos que presentaron una respuesta diferente a la
radiacion, observamos una correlacion significativa entre la dosis de exposicion y la migracion del
ADN (r=048 yp <0.01) Grifica 3.

Por ultimo quisimos averiguar si existia una correlacion entre la migracion del ADN y la edad
de los individuos ocupacionalmente expuestos, por lo cual aplicamos nuevamente el coeficiente de
correlacion de Pearson y observamos una correlacion negativa, es decir, a mayor edad menor

migracion del ADN (r=-0.367y 0.01 <p <0.05) Grifica 4.




R Cuadro 4. Edad, sexo, dosis de exposicion y promedio de migracién del ADN *
I de los individuos ocupacionalmente expuestos a radiacion de los servicios de
" Medicina nuclear, Radioterapia y Radiologia (Grupo 1). !

SUJETO EDAD/ DOSIS DE EXPOSICION MIGRACION DEL ADN
SEXO (mSv) (micras)
Mensual Acumulada/Afios Antes Después
; de la jornada laboral
;; Medicina Nuclear
1 25/F 0.15 1.85/ 2 58.52  102.88
s 2 52M 0.16 1891/11 42.09 60.7
| 3 52/F 0.18 9.32/11 48.87 56.03
4 30/F 0.19 1524/10 54.89 94,01
; 5 33IM 0.26 13.74/ 9 6699 1803
i 6 30/F 0.29 15.24/10 47.94 61.17
iy Radioterapia
i 7 23/F 085/ 3 8262  103.64
o1 8 37/F 0.16 921/ 4 3.5 51.0
i 9 SO/F 0.19 24.73/ 14 19.0 308
s 10 29M 0.8 4.06/ 2 38.8 68.2
i : " Radiologia
I n 42/F 13 25.7
12 3U/F 9.0 220
13 38/M 0.04 615/3 88 18.1
b 14 28/M 0.05 572 /2 45 15.4
iR 15 26/M 0.05 117 /1 3.51 6.48
I 16 3IM 0.06 3.17/3 68 20.9
17 49/M 0.07 692/ 4 23.6 255 {
18 39/M 0.08 35 /3 4.7 143 ,
19 31/F 0.10 412/2 6.7 18.34
20 37/M 0.11 075/ 7% 7.6 18.28
21 49/F 0.1 52 /3 14.3 17.5
22 45/F 0.10 522 /3 10.9 253
23 46F 0.12 505/ 4 6.15 8.2
24 43/F 0.12 479/ 4 38 10.4
25 35/F 0.12 226 / 2 45.96 70.98




Continuacion del Cuadro 4.

t SUJETO EDAD/ DOSIS DE EXPOSICION MIGRACION DEL ADN
| SEXO (mSv) (micras)
1 Mensual Acumulada/afios Antes Después
de la jornada laboral.
26 42/F 0.13 273/ 2 2.6 12.2
27 30/F 0.13 51 /2 27.43 36.81
T 28 25/F 0.14 097 /1 21.22 32.66
= - 29 45M 0.14 048 /1 17.3 18.8
o 30 41/F 0.15 422 /2 6.8 17.5
3 40/F 0.16 588 /3 1.3 16.2
oot - 32 32F 0.19 214 /2 5.52 17.51
iy 3 40M 0.19 549 /3 13.5 20.5
o M 27/F 0.20 291/ 2 314 58.5
& 35 38/F 0.22 343 /3 © 24.26 62.24
gl 36 34/F 0.25 369 /3 54.11 56.54
e 37 I8F 0.27 739 /3 16.0 23.68
e 8 22/F 0.28 3127/2 384 74.0
ISR 39 3I9M 0.30 1.08 / | 2.7 19.0
! 40 20/F 0.34 0.76 / ¢ 27.0 68.9
41 35/F 080 = 586/2 48.01 44.27 ‘
i * meses

--- No existe registro de dosis de radiacion.




* Cuadro 5. Edad, Sexo y promedio de migracion del ADN de los individuos
control,
5 SUJETO EDAD/ MIGRACION DEL ADN
SEXO (micras)
i Antes Después
de la jormada laboral,
1 36/M 44 6.8
2 35/F 5.7 9.6
3 45F 6.21 8.4
i 4 43/F 6.38 3.78
{ 5 SO/F 6.8 1.5
6 50/F 7.6 6.3
! 7 SS/F 1.6 189
8 24M 17 95
; 9 23/F 13.5 13.2
10 I5F 14.2 18.6
11 45/F 156 74
12 M 17.1 23.0
13 26/F 20.63 11,55
14 48/M 248 24.22
1! 15 SOM 23.0 25.22
g 16 25/F 29.0 24.52
| 17 22/F 29.0 18.6
I 18 23/F 30.99 24.89
19 19/F 39.17 34.06
20 22/F 56.4 468
21 I6M ' 81.2 122.7
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Cuadro 6. Promedio y desviacion estandar de la migracion del ADN en los
individuos control y ocupacionalmente expuestos a radiaciones ionizantes,

Individuos Promedio Desviacion
(Micras) estdndar
Antes de la jornada laboral
Grupo Control 21.28 19.07
Grupo 1 : 23.52 21.15
(Expuestos)
Después de la jornada laboral
Grupo Control 22.15¢ 25.37
Grupo 1 | 41.64* 34,74
(Expuestos)

* Indica diferencia significativa entre estos dos grupo con una p = 0.013, ¢ de student para
muestras independientes.
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Fig: 1. Linfocito con daito de un individuo ocupacionalmente expuesto a radiacion

ionizante, en donde se observa la forma tipica de un cometa. [
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2. Linfocitos sin daio de un individuo control.

Fig, 2
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GRAFICA 1. Migracién del ADN en individuos control y
ocupacionalmente expuestos, antes y despies
de la jornada laboral.

Migracién ADN - micras -

CONTROL GRUPO 1
Grupos de estudio

Grupo 1= Individuos ocupacionalmente expuestos.

[ "1 Antes
B Despues
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GRAFICA 2. Migracion del ADN en funcién de la dosis
de exposicion en 38% individuos ocupacionalmente expuestos.
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* Tres individuos no se incluyeron porque no tenian registro de dosis mensual.

* Individuos excluidos del anilisis estadistico
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GRAFICA 3. Migraci6én del ADN en funcién de la dosis
de exposicién excluyendo a los tres individuos con diferente
sensibilidad a la radiacién.
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Migracién ADN - micras -

GRAFICA 4. Migracién del ADN con respecto a la edad
en 41 individuos ocupacionalmente
expuestos a la radiacién.
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DISCUSION

Diversos autores han demostrado que las radiaciones ionizantes causan dafio en ¢l ADN en la
poblacion expuesta a intervalos de dosis entre 0.1 a 0.4 mSv (47,48); en el presente estudio el
intervalo de exposicion fue de 0.04 a 0.8 mSv /mes .

En 1991 Jha y Sharman (35) reportaron un incremento en la frecuencia de cromosomas
dicéntricos y fragmentos acéntricos en trabajadores expuestos a dosis entre 0,13 y 0.17 Gy de
rayos X. Un afio més tarde Balasem y col (30) observaron una frecuencia clevada de aberraciones
cromosdmicas ( fragmentos acéntricos) en trabajadores expuestos a dosis acumuladas de 0.25 a
3.30 mSv. Barquinero y col en 1993 (34) encontraron que trabajadores de hospitales expuestos a
rayos X y Gamma con dosis de radiacion de 1.6 a 42.71 mSv presentaron un- incremento
significativo de anormalidades cromosomicas estructurales.

A pesar de que en los reportes anteriores se analizo la frecuencia de aberraciones
cromosdmicas con bandas G, lo cudl es una manifestacion del dafo crénico; éstos resultados
concuerdan con los obtenidos utilizand6 la técnica de EU - que detecta sitios libiles a dlcali y
rupturas de monohebra- , ya que resultd ser lo suficientemente sensible para detectar el daflo
inmediato producido al ADN en los individuos ocupacionalmete expuestos a bajas dosis de rayos
X y Gamma.

En los individuos control las dos muestras tomadas pre y post jornada laboral tienen valores
similares (21.37 micras) excepto en el individuo 21 el cudl presentd un gran aumento en la
migracion del ADN (101.95 micras), una posible explicacion a este aumento en la migracion, fue
que el individuo habia realizad6 ejercicio antes de la toma de la muestra y no se informé. Este
efecto fue reportado por Hartmann y col en 1994 (49), quienes encontraron que un ejercicio
excesivo, es decir en los limites de las condiciones aerdbicas-anaerobicas ocasiona aumento en la
migracién del ADN,
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Debido a que se encontraron diferencias entre los individuos control y los ocupacionalmente
expuestos después de la jornada laboral, nos preguntamos qué ocurria con las personas que
comparten el ambiente donde se aplica la radiacion, ya que esperabamos que este grupo tuviera un
dafio diferente al del grupo control y al ocupacionalmente expuesto, sin embargo debido a que el
grupo era muy pequefio ( 4 individuos), estos resultados no fueron incluidos en el analisis
estadistico final. E! promedio de la migracion del ADN en tres individuos de este grupo fue
similar a! de los de! grupo control (21.3 micras), el cuarto individuo presenté una migracion del
ADN de 61.01 micras, por lo cuél puede ser considerado como un individuo expuesto. Este
hallazgo sugiere la necesidad de ampliar la muestra para obtener resultados concluyentes acerca de
esta poblacion.

Vijayalaxmi y col (40) y Singh y col. (41 ) observaron una respuesta de la migracion del ADN
dosis-dependiente en linfocitos irradiados, es decir a mayor dosis de radiacion mayor migracion del
ADN., Estos resultados son similares a los que se observan en la grifica 3, en donde se aprecia
una correlacion significativa del aumento de la migracion del ADN en funcién de la dosis de
exposicion. Los tres individuos eliminados no presentan este comportamiento; ya que se esperaria
que dos de estos tres individuos que estuvieron expuestos a una dosis mensual de 0.8 mSv
tuvieran un daflo al ADN mayor, lo cual no sucedio, ya que como se observa en la grifica 2 ,
estos individuos presentaron una migracion del ADN comparable con individuos expuestos a dosis
de 0.1y 0.2 mSv, Los resultados anteriores podrian explicarse con base a los hallazgos rcpo;udos
por Green y col en 1991 (50), quienes observaron que existe una sensibilidad individual en los
linfocitos T y por lo tanto respuestas diferentes a la radiacion.
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Los resultados obtenidos con respecto a la relacion que se encontr6 entre la edad y la
disminucion de la migracion del ADN , son apoyados por los hallazgos de Wiencke y col (51),
Wolff y col (52) y Shadley y Dai (53) con respecto a que existe una respuesta adaptativa a la
radiacion ionizante, estos hallazgos proponen que repetidas exposiciones a dosis bajas de
radiacion inducen mecanismos de reparacion responsables de una reduccion en la frecuencia de
aberraciones cromosomicas (54). Shadley y col. observaron que para los rayos X, la dosis que
desencadena la respuesta adaptativa se encuentra entre 0.05-20 cGy (55). Sin embargo es

necesario considerar que estos estudios estén realizados in-vifro y las condiciones de irradiacion
" estan mejor controladas, en nuestro estudio, ademas de esas varisbles, existen otras que no se
pueden controlar, ya que existen zonas no protegidas por los manteles de plomo como son:
manos, cuello, etc. y habria que considerar la sensibilidad de estas partes del cuerpo; sin embargo
no se puede descartar que un mecanismo similar de respuesta adaptativa este ocurriendo en estos
individuos.

*

Son importantes los resultados anteriores, porque si bien, éstas personas se protegen con
manteles de plomo, presentaron dafio en el ADN. Es recomendable sensibilizar a la poblacion de
la responsabilidad que implica trabajar con radiaciones. La EU es una técnica Util para observar
dafio inmediato, el cufl es reparado dos horas después de la exposicion, sin embargo, no se

descarta la posibilidad que este dafio no se repare eficientemente y se produzcan otro tipo de
rearreglos.
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CONCLUSIONES
1. La EU es una técnica util para detectar dafio inmediato en el ADN inducido después de la ;
jornada laboral en los trabajadores ocupacionalmente expuestos.
2. Existe una gran variabilidad en la migracién del ADN en los linfocitos de los individuos
b control y ocupacionalmente expuestos.
il :
y 3. Se estableci6 una relacion entre la dosis de exposicion mensual y la migracién del ADN.
4. Se observé que a mayor edad se presenta una menor migracion del ADN,
[t ¢
| 33
ma o




APENDICE 1
HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Fecha
Registro int.
Nombre
Edad
Sexo
Puesto que desempeiia
Servicio
Aftos de trabajo
Horas de trabajo
Dosis de exposicion mensual

H
i
i
H
]
§
!
:

1.-{Fumador?
0=No
1=Menos de 10 cigarros al dia ;
2=Entre 10 y 20 cigarros al dia. l
3= Mas de 20 cigarros al dia. |
|
2.-;Fumador pasivo? (Convive con personas que fuman en su presencia) {
0=No 1=Si, l
3.-¢Ingiere bebidas alcoholicas?
0=No
I=Esporadicamente
i 2=Una vez a la semana
3= Mas de una vez a la semana
ji i
e ;
k]
i
|

L ————— -



4.-;Toma analgésicos? .
0=No |
1=Menos de una vez a la semana |

=Mis de una vez a la semana
3=Todos los dias.
(Cudles?

5.-,En los ultimos 15 dias ha padecido de infecciones virales,bacterianas o parasitarias?
0=No 1=8i

6.-,En los Gltimos 15 dias tomé medicamentos?
: 0=No 1=8i
: i (De qué tipo?

7.-{Actualmente toma medicamentos?
0=No 1=Si
{Cuadles?

8.-(Actualmente tiene enfermedades de tipo viral, bacteriano o parasitario?
0=No 1=8i

H
H
i
{
4
L
t
!
{
)
1
|
i
i

9.-;Actualmente ingiere alimentos que contienen vitamina C , por ¢jemplo naranjs,
limén, etc.?
0=No ‘ 1=8i

10-4En el dltimo mes se expuso a los rayos solares de forma intensa.Por ejemplo, se fué
de vacaciones al mar y se asoleo?
0=No 1=Si

SR 11.;Trabaja por las tardes ?
’, 0=No 1=8i

12.,En qué consiste el empleo?
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APENDICE 1I

CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Yo estoy de
acuerdo en que se me tomen 4ml de sangre para colaborar con el proyecto: "Evaluacion del dafio
en el ADN en trabajadores ocupacionalmente expuestos a la radiacion mediante el método de
electroforesis unicelular (EU)", desarrollado por investigadores del departamento de Investigacion
en Genética Humana,

Se me ha explicado que con el método de EU se puede identificar dafio directo al ADN, sin

- embargo, puesto que es una técnica novedosa y sensible, habrd que evaluar cuidadosamente el

valor biologico real de los resultados mediante la comparacion entre personal expuesto a
radiaciones y no expuesto.

Mi participacion es voluntaria, no he sido objeto de presiones y si no desears continuar en el
estudio, esta decision no afectara mi contrato laboral con el Instituto.

Fecha_

S Firma
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APENDICE 1IlI

1.- Agarosa regular al 0.5%: Disolver 125mg de agarosa regular en 25 ml de buffer de
fosfato salino (PBS) estéril pH 7.4,

2.- Agarosa de bajo punto de fusion al 0.5%: Disolver 125mg de agarosa en 25ml de PBS.
Ambas agarosas se guardan a temperatura de 40c.

~ 3.-Solucién de lisis: A 1000ml de agua desionizada se le agregan 146.1g de NaCl 2.5M,
37.2g de EDTA 100mMy |.2g de TRIS 10mM. (Solucion stock)

Para hacer 50ml de solucion de trabajo se mezclan perfectamente en un vaso Képlin: 44.5ml
de sol. stock, 0.5ml de Triton y 5.0ml de dimetilsulfoxido.

La solucion de lisis se prepara el mismo dia de la electroforesis.

;
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APENDICE 1V

1.- Buffer de electroforesis.
a) Sol. stock NaOH 10N (200g/ 500ml de HyO desionizada)
EDTA 200mM  (14.89g/ 200m! HyO desionizada pH 10)
Las soluciones se guardan en lugar fresco, protegidas de la luz y no deben ser usadas después
de 1 semana.

b) Para preparar el buffer de electroforesis: Mezclar 30m! de NaOH y Smi de EDTA de
la sol. stock y aforar 1000 mi de Hy0 desionizada.

2.- Buffer de neutralizacion: Disolver 48.5g de TRIS 0.4M en 1000ml de HyO desionizada,
Ajustar el pH a 7.5 con HCI,

3.- Solucidn para la tincién de los geles. Disolver 10mg de bromuro de etidio en SOml de agua
desionizada. Guardarla protegida delaluzya 40c.
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