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1. RESUMEN

En este trabajo se determinó la cinética de reparación del daño provocado por

diferentes dosis de radiación gamma, así como la inducción de la respuesta

adaptativa temprana causada por el. mismo tipo de radiación en leucocitos de

ratón in vivo. La cinética se estableció después de la exposición a 0.5, 1.0 ó 2.0

Gy:de 137Cs. Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de la cola de los

ratones, se analizó el porcentaje de células dañadas y la migración del ADN en

cada uno de ellos mediante la técnica de electroforesis unicelular en gel (EUG) o

ensayo cometa. Los resultados indicaron que las dosis de 'i.Ó y 2.0 Gy

ocasionaron aproximadamente un 75% de cometas en el tiempo inmediato

posterior a la exposición, este porcentaje se redujo a 22% y 42% respectivamente,

durante los primeros 15 minutos. Esto evidencíala presencia de un proceso dé

reparación rápido y sugiere que los leucocitos están genéticamente bien

preparados para reparar este tipo de daño. Después de los 15 minutos sé detectó

un segundo incremento en el porcentaje de células dañadas, que resultó

proporcional.a la dosis. Esta elevación puede deberse a las rupturas producidas

durante ta reparación de otro tipo de.lesiones. Posteriormente se observó una

segunda reducción llegando a valores próximos a los básales, excepto con la

doáisde 2:0 Gy. La cinética con la dosis de 0.5 Gy fue similar a la establecida con

Í.O Gy, con la única diferencia de que el daño inicial fue aproximadamente 50%

menor: ; ' ' .

Además, se estimó la inducción de respuesta adaptativa. por la-exposición de los

ratones a una dosis de adaptación de 0.01 Gy y a una; dosis de reto dé 1.0 Gy 60

minutos después. Se encontró que ,e| pretratamiento redujo a un tercio

aproximadamente el porcentaje de células dañadas originado por la dosis de reto,

así como también disminuyó este parámetro durante el proceso de reparación

tardía. Esto indica que la respuesta adaptativa temprana es causada, más que por

el incremento en la reparación, por la inducción de algún proceso que protege al

ADN del daño provocado por la radiación, Le., la síntesis de substancias que

incrementan la captura de radicales libres.



1. ABSTRACT

The kinetics of, damage induction and repair at different dosés as wellas the

adaptive resppnse induqed by gamma ray exposure were determiñed ih murihe

leukocytes in vivo. The damage-repair kihetics were established aftér thé expósure

to 0.5, 1.0 or 2.0 Gy in a 137Cs soürce. Peripheral blood samples were obtained

from the tails of mice, the percentage of damaged cells and the DNA rriigratión in

each one were analyzed by the single cell ge! electrophoresis (SCG) techniqué ór

cpmet assay. Results indicated that there was an induction of approximately 75%

comets with the dpses of 1.0 and 2.0 Gy, which was considerably rédueed to 22%

and .42%¡respectively during the first 15 minutes. This evidences the présénce of a

rapid repair;process and suggests that leucocytes are genetiCálly wellprepared tó

repair this kind of damage. After 15 minutes, a second increase in the pérceritage

of damaged celís that was:proportional to dose occurred, which seéms to représént

the breaks produced during the repair of other kind of lesióhs. After that a second

reductjon was observed, reaching valúes near to the basal onés, except with the

dpse of.2.0 Gy. The kinetics obtained with the dosé of 0.5 Gy was similar tó that

established with 1.0 Gy, but in this case the initialdamágé was 50 % lower.

Besides, the adaptjve response was observed after the exposure pf the mice to an

adaptive dose of 0.01 Gy and to a challenge dpse.of 1.0 Gy 60 minutes later. The

pretreatment reduced the percentage of damaged cells caused by the challenge

dose to one third approximately, and also diminished this parameter produced

during the late repair process. This indicates that the early adaptive response is

caused; instead of by an iñcrement ih repair, by the induction bf á' process that

protects DNA frorn damage induction by radiátion, i:e synthesis of substánces that

increase the scavenging offreé radicáis.



2. INTRODUCCIÓN

2.1. Daño Inducido por Radiación Ionizante.

Cuando la radiación ionizante pasa á través de la materia viva, los fotones

interactúan primero con los átomos liberando electrones de los orbitales, éstos

viajan ionizando y excitando a otros -.átornos. La ionización implica la remoción o

adición - completa de un electrón orbital, mientras que la excitación es el

desplazamiento de un electrón a niveles más altos de energía. Ambos procesos

causan efectos biológicos, aunque la ionización es más importante (Selman,

1983). . • ' . " '

Se ha descrito que la radiación ionizante desencadena una serie de reacciones en

menos de 10"6
: segundos, las que involucran cambios químicos en todas las

moléculas de la célula. •.•••• •

El daño inducido en el ADN por radiación se puede deber al efecto directo o al

indirecto (diagrama 1) (von Sonntag, 1987). En el primer caso la energía se

deposita en el ADN, ionizando directamente a sus componentes, con lo cual se

producen alteraciones estructurales que dan origen a mutaciones, rupturas

cromosómicas y/o distribución atípica de los cromosomas durante la mitosis. En el

segundo caso el daño es causadoipor las especies reactivas producidas por la

ionización de otras moléculas circundantes. La mayor parte del efecto indirecto

proviene de los radicales libres que se originan por la ionización del agua, esto

debido a que el agua constituye un porcentaje muy alto ;dé los seres vivos. Los

radicales libres son átomos o moléculas que tienen electrones no pareados en la

capa de valencia más externa, por lü que pueden oxidar o reducir a otras

moléculas biológicas. Los radicales libres más reactivos son: OH", HO2", O2 'y H\

los tres primeros son oxidantes y el último es reductor. Debido a su alta velocidad

de reacción tienen vida media corta (entre 10"12 y 1CT10 segundos), pero dada la

posibilidad de dispersarse (hasta 3.2 nm) pueden producir su efecto también en

sitios diferentes al de su origen .(Troll y Weisner, 1985).



RADIACIÓN IONIZANTE

Efecto directo Efecto indirecto

ADN Radicales libres

Lesiones en el ADN

Procesos de reparación celular

Reparación fiel Reparación infiel

Capturadores de
radicales libres

Apoptosis

Mutaciones
Aberraciones cromosómicas

Células germinalesCélulas somáticas

Descendencia
afectada

Diagrama 1. Efectos de la radiación ionizante sobre el ADN.
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Los radicales libres producidos por la radiólisis del agua se combinan fácilmente

con el oxígeno, con moléculas orgánicas y;también reaccionan entre sí dando

origen a. otros radicales igualmente tóxicos para la célula (Pryor, 1986). Estas

entidades, altamente reactivas se combinan con los componentes del AD.N,

alterando su estructura mediante la ruptura de puentes químicos provocando

serios transtornos.

Cuando la.radiación incide sobre el ADN, tanto por la vía directa como por la

indirecta, se generan varios tipos de lesiones como son: rupturas de cadena

sencilla y doble, rompimientos en los puentes de hidrógeno, cambios en el

esqueleto azúcar fosfato, formación dé enlaces cruzados ADN-ADN o ÁDN-

proteína, sitios lábiles al álcali y daño en las bases nitrogenadas (cuadro 1)

(Sásaki y Okada, 1984; Teoule, 1987; Hagen, 1986, Ward, 1988). Todas estas

alteraciones impiden que él ADN: funcione adecuadamente tanto en la síntesis

como en la transcripción y además traen como consecuencia la producción de

aberraciones cromosómicas y/ó mutaciones génicas.

Cuadro 1. Número de lesiones por célula porGray

Lesión

Rupturas de cadena sencilla

Rupturas de cadena doble

8-Hidroxiadenina

. T * (Daño en las timinas)

Enlaces cruzados ADN-proteína

Cantidad

1000

40

700

250

150

(Ward, 1988.)



Los daños inducidos en el ADN son susceptibles de ser corregidos por alguno dé

los mecanismos intrínsecos de reparación celular, los cuales pueden operar

permitiendo la recuperación de la secuencia original y manteniendo la estructura

de la molécula, o bien eliminando la lesión pero produciendo alguna alteración en

la secuencia de los nucleótidos (Price, 1993). En el segundo caso, la mutación

desencadena procesos relacionados con el cáncer y el envejecimiento prematuro

en células somáticas principalmente, o produce esterilidad o descendencia

afectada cuando se dañan las células germinales. En algunas ocasiones dichas

mutaciones pueden causar la muerte celular (Brusick, 1987). Las células también

poseen sistemas de protección contra los radicales libres que se producen por el

efecto indirecto de la radiación, por ejemplo la remoción de especies reactivas de
• . • • • • ' i • • • • •

oxígeno mediante enzimas antioxidantes incluyendo la superóxido dismutasa, las

catalasas y peroxidasas particularmente la glutatión peroxidasa (Bravard y coL,

1999). Asimismo algunas vitaminas como el ascorbato o el a-tocoferol, se

incorporan en estructuras vulnerables y atrapan, radicales secundarios del oxígeno

evitando sus efectos nocivos (Riley, 1994). Cuando las células son irradiadas en

presencia de alguno de estos agentes, ya sea de origen endógeno o exógeno,

éstas son más resistentes al efecto indirecto de la radiación, sufren menos

cambios moleculares y tienen mayor posibilidad de sobrevivir (Wardman y col.,

1994).

2.2 Respuesta Adaptativa

La respuesta adaptativa es un fenómeno que se presenta cuando la exposición a

dosis bajas de algún agente físico o químico, confiere determinada resistencia a

las células, frente al efecto genotóxico de la exposición posterior a dosis más altas

del mismo agente o de otro que daña al ADN.

8



2.2.1 Antecedentes.

La primera evidencia de la respuesta adaptativa se obtuvo con agentes alquilantes

en E. coli; se reportó que la resistencia a dosis altas de estos agentes, se debía a

la inducción de un mecanismo de reparación libre.de error (Jeggo y col., 1977;

Samson y Cairns, 1977). Más tarde, también se detectó una respuesta similar en

varios tipos celulares de mamíferos (Samson y Schwartz, 1980; Montesano y col.,

1982). • : . - • • . •

La respuesta adaptativa inducida por radiación ionizante, se comenzó a estudiar

en linfocitos humanos que habían incorporado timidina tritiada ( 3HdT ) en su ADN,

después de tres días al ser expuestas, a dosis de 1.5 Gy de.rayos X, se observó

que la cantidad de aberraciones cromosómicas que se indujeron, fue 50% menor

que 0n las céjulas que no. habían incorporado el isótopo. (Olivjeri y col.,1984;

Wiencke.y. col., 1986)., Posteriormente se experimentó aplicando tratamientos

agudos con, dosis bajas de radiación en linfocitos humanos y se detectó que

cuando las células se exponían a dosis tan bajas como 0.01 Gy de rayos X, el

daño citogenético causado por la exposición posterior a 1.5 Gy disminuía (Shadley

y col., 1987). Otros trabajos realizados también en linfocitos humanos estimulados

in vitro, confirmaron ia inducción de respuesta adaptativa, tanto con la pre-

exposición a timidina marcada con diferentes radioisótopos cómo 3H, 14C y 32P,

como con una dosis de 0.05 Gy de rayos X. En dicho estudio ia frecuencia de

aberraciones cromosómicas fue menor en las células que recibieron la dosis baja

(de adaptación) previa a la dosis alta (de reto), comparada en términos del efecto

aditivo que podrían tener ambas dosis por separado. Sin embargo, esta reducción

en el número de aberraciones cromosómicas, varió entre las muestras de los

distintos donadores (Sankaranárayanán y col., 1989).

Desde entonces, se han hecho una gran cantidad de experimentos al respecto,

utilizando diversos tipos, celulares, tales como: células V79 de criceto chino

(Ikushima, 1987), médula ósea de ratón (Cai y Liu, 1990; Morales-Ramírez y

Cruz-Vailejo, 1996), células de bazo (Wojcik y Tuschl, 1990), linfocitos humanos,



de bovino y de conejo (Shadley y Wolff, 1987; Bosi y Olivieri, 1989; Youngblom y

col., 1989; Cai y Liu, 1992; Vijayalaxmi y col., 1995; Flores y col., 1996; Wojcik y

col.; 1996), fibroblastos humanos (Bélyaév y coi, 1996) células germinales de

ratón (Caí y Liu, 1990; Caí y col., 1993; Cai y VVarig, 1995; Zhang y col., 1998) y

eritrocitos policromáticos de sangre periférica de ratón (Morales-Ramírez y col.,

1997). También se han empleado células vegetales (Cortés y col., 1990) y algunas

líneas de células cancerosas, como hepatomas (Seong y Kim, 1994), melanomas

(Kim y col., 1996), adenocarcinomas (Sadekova y col., 1997), leucemia mieloide y

linfomas (Mitcheí y col, 1999; Park y col., 1999). Aunque en la mayor parte de

estos trabajos se ha encontrado respuesta adaptativa^ algunos, resultados han sido

negativos al respecto.

Se han diseñado diversos protocolos para estudiar la respuesta adaptativa en las

células mencionadas, las dosis de adaptación con radiación ionizante van desdé

0:005 Gy hasta 0.5 Gy y las dosis de reto se aplican én un rango de 1.0 a 5,0 Gy.

El intervalo entre una dosis y otra varía entre los protocolos y la mayoría de los

modelos experimentales se han realizado in vitro, aunque también algunos se han

hecho in vivo.

2.3 índices para la Evaluación de la Respuesta Adaptativa.

2.3.1 Aberraciones Cromosómicas (AC).

Se ha observado inducción de respuesta adaptativa cuando linfocitos humanos

son expuestos a una fuente de 60Co en un rango de 0.01 a 0.2 Gy, ya que al ser

posteriormente irradiados con una dosis de reto, de 1.0 Gy, se obtuvo un 54%.

menos de AC en comparación con las células que no se trataron con la dosis de

adaptación. La dosis de 0.005 Gy no indujo respuesta, pero produjo un efecto

similar al de la dosis de 0.01 Gy cuando sé repitió la exposición en el mismo ciclo

celular. Sin embargo, un doble tratamiento con 0.01 Gy, durante el mismo cicio rio

causó efecto adicional (Bai y Chen, 1993). Datos similares ya habrán sido

10



reportado por Fan y col. en. 1990, quienes sugirieron la presencia de un

mecanismo de reparación inducible por dosis bajas de radiación. = ." •

Se ha estudiado la inducción de respuesta adaptativa con radiación gamma, en

íinfocitos humanos trisómicos (47, XX o XY, +21). La frecuencia de aberraciones

cromosómicas inducida por dosis altas, fue considerablemente menor en los

íinfocitos dé donadores normales que fueron pre-expuestos a dosis, bajas de

radiación X en comparación con los que no recibieron el pretratamiento, mientras

que en los linfocitos obtenidos dé donadores con trisomía 21 no se detectaron

diferencias (Kalina y col., 1994). Para analizar el control genético sobre la

inducción' de la respuesta adaptativa, se han comparado las frecuencias de

aberraciones cromosómicas en pares de gemelos monocigóticos, dicigóticos e

individuos no relacionados. La variabilidad de la respuesta fue menor entre los

gemelos monocigóticos que entre los dicigóticos y ios no relacionados. Se ha

considerado que la heterogeneidad de la respuesta está determinada

genéticamente en gran parte (Kalina.y col., 1997).

2.3.2. Intercambios en las Cromátidas Hermanas (ICH).

En células V79 expuestas en forma crónica a dosis bajas de radiación li

proveniente de la timidina tritiada incorporada en el ADN, se detectó menor

inducción de ICH por la exposición posterior a dosis agudas de rayos gamma.

Esta respuesta adaptativa fue suprimida cuando se administró 3-aminobenzamida

antes de la dosis de reto, lo cual sugiere que la reparación puede estar

involucrada en la respuesta (Ikushima, 1987). Posteriormente en la misma línea

celular se detectó además que el pretratamiento de adaptación con timidina

tritiada también redujo considerablemente la frecuencia de ICH inducida con dosis

altas de UV cercano y Mitomicina C (MMC). El período necesario para la

expresión de esta respuesta fue de 4 h (Ikushima, 1989). También se ha descrito

que la exposición aguda o crónica de linfocitos humanos a dosis bajas de rayos X,

propicia una menor inducción de ICH por la exposición posterior a MMC (Moquet,
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1989). Asimismo, el pretratamiento de las células de lá médula ósea de ratón in

vivo con radiación gamma, causó una reducción en la frecuencia esperada de ICH

con MMC (Morales-Ramírez y Cruz-Vallejo, 1996).

2.3*3 Micronúcleos (MN).

Otro de los indicadores de daño citogenético que se ha utilizado ampliamente en

el estudio de la respuesta adaptativa es la frecuencia de micronúcleos (MN). En

ratones expuestos in vivo a dosis baja de radiación gamma antes de la de reto, la

frecuencia de MN inducida es significativamente menor que la obtenida en los

organismos que no recibieron el tratamiento adaptativo. El intervalo óptimo para la

inducción de la respuesta fue de 2 h, conforme el intervalo aumentó fue necesario

reducir la exposición de adaptación para obtener el mismo resultado (Faropqui y

Kesavan, 1993). Datos similares se han obtenido in vitro con linfqcitos-de

individuos sanos de cualquier sexo, que se encuentren entre Jos 25 y 55 años de

edad (Venkaty col., 1996). . - , - . • . . . . .

Para establecer si la exposición ocupacional induce respuesta adaptativa, se ha

analizado la frecuencia de MN producida por 1.0 y 2.0 Gy de radiación gamma, en

los íinfocitos obtenidos del personal relacionado con el manejo de fuentes

radiactivas en medicina. A pesar de que la frecuencia basal de MN en los íinfocitos

de los trabajadores es mayor que en los individuos testigo, la exposición in vitro a

las dosis de reto, produjo frecuencias de MN significativamente menores en los

íinfocitos del personal expuesto a radiación. Estos datos confirman que la

exposición crónica a dosis bajas causa respuesta adaptativa, la cual puede

deberse a una menor cantidad de daño inicial y/o a la estimulación de

mecanismos de reparación del ADN (Gourabi y Mozdarani, 1998).

2.3.4 Mutaciones.

• , • , . • . > •• , • • • . • • • • ' . • • • • ; " v

Las mutaciones son otro índice qué también se utiliza para evaluar la inducción de

respuesta adáptativái Én éspérmatogonias y espermatocitos de ratones
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pretrataclos con 0.05 Gy de rayos X, se observó que la frecuencia de mutaciones

letales dominantes fue menor que la esperada por la exposición a 2.0 Gy (Cai y

col., 1993). Asimismo, se reportó que cuando ias células.SR-1, derivadas de

carcinoma mamario de ratón y células T de leucemia humana, se expusieron a

O.Oi Gy de radiación gamma previo a la exposición con 3.0 Gy, la frecuencia de

mutaciones en eí iocus HPRT se redujo significativamente. El análisis por

"Southern biot" mostró que el 47% de las mutaciones inducidas por la dosis de

reto fueron deleciones y rearreglos. Este porcentaje disminuyó a 28% en las

células adaptadas, él cualresultó cercano al nivel basal de 22%. Esta respuesta

se atribuyó a la estimulación de un mecanismo de reparación de doble.cadena del

ADN (Zhouy col.,1993, 1994). '• .. . .

2.3.5 Supervivencia Celular y Síntesis de ADN.

La viabilidad celular y la inhibición de la síntesis dé ADN también se han utilizado

para estudiar la respuesta adaptativa. En las células V79 de cricetó chino, la pré-

exposición.a 0.05 Gy aumenta la supervivencia celular frente a la exposición á 4.0

Gy. Asimismo, la síntesis/de ADN sé reduce menos en las células expuestas a la

dosis de adaptación.. La inducción de esta respuesta se asoció a la transducción

de señales mediante la proteína cinasa C, ya qué un inhibidor de esta enzima

bloqueó la respuesta (Ibuki y Goto, 1994): Resultados similares se han reportado

en células de melanoma humano, en las que además se apreciaron cambios

significativos en la biosíntesis de proteínas, tanto nucleares como de membrana

(Kimycol., 1996).

Una característica común de los parámetrosmencionados, es la necesidad de que

transcurra por lo menos un ciclo celular para que se puedan detectar, lo cual

impide el estudio de los procesos que se desencadenan inmediatamente después

de la exposición a la dosis de adaptación.
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2.4 Algunos Datos Contradictorios sobre la Respuesta Adaptativa.

La mayoría de los trabajos enfocados hacia el estudio de la respuesta adaptativa,

han reportado resultados que apoyan la existencia de este fenómeno. Sin

embargo, existen algunos datos negativos en linfocitos humanos expuestos a

rayos X bajo diferentes condiciones experimentales (Bauchinger y col., 1989;

Schmid y 'col., 1989; Wojcik y Streffer, 1995). Asimismo, en linfocitos obtenidos de

niños expuestos crónicamente a emisiones de 137Cs, como consecuencia del

accidente de Chernobyl, no se observó disminución en la producción de

aberraciones cromosómicas, cuando se expusieron a dosis de reto del mismo

agente (Padovani y col., 1995). No obstante, en muestras tomadas de los mismos

donadores del experimento anterior, se notó una frecuencia baja de aberraciones

cromosómicas después del tratamiento in viíro con bleomicina, que es un agente

químico radiomimético (Tedeschi y col., 1995). Esto sólo se observó en los niños

que presentaban contaminación interna, por la presencia de ^37Cs en la sangre al

momento de tornar la muestra, lo cual indica que la exposición continua induce ía

respuesta, adaptativa (Tedeschi y col., 1996). Las diferencias obtenidas se

explicaron con base en los distintos mecanismos de inducción de daño y

reparación del ADN que pudieran operar para cada agente. En otro trabajo

realizado en ratones BÁLB/c in vivo, también se mostró que el pretratarniento con

una dosis baja de radiación ionizante, no protege contra la inducción total de

micronúcleos en eritrocitos policromáticos por la dosis de reto y tampoco hubo

cambio en la cinética de producción de este parámetro (Morales-Ramírez y'coL,

1997).

En algunas células neoplásicas de diferente origen, principalmente de linfomas

humanos, no se ha observado inducción dé respuesta1 adáptativa, evaluando la

viabilidad celular y la síntesis de ADN. La respuesta adaptativa sólo se detectó en

las células normales, Jo cual indica que, en este tipo de células cancerosas pueden

estar alterados los mecanismos que participan en la inducción de la adaptación

(Parkycol., 1999).
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Otros autores han descrito que en linfocitos humanos expuestos a la dosis de

adaptación en Gi temprana o en S y a la de reto en G-i, S o G2, no se encontró

respuesta adaptativa, evaluada por la cantidad de aberraciones cromosómicas.

Incluso en las muestras que se expusieron a la dosis de reto en G2, se detectó un

efecto sjnérgicp entre ambas exposiciones (Hain y col., 1992). Datos similares

fueron obtenidos por Andersson y Chiangmai (1992) én células de criceto chinó

expuestas a rayos X, timidina tritiada o neutrones. Ningún pretratamientó de

acondicionamiento fue capaz de disparar una respuesta celular que se expresara

como reducción de aberraciones cromosómicas.por la exposición subsecuente a

la dosis de reto. Incluso algunas dosis de acondicionamiento que produjeron un

ligero aumento en la frecuencia de aberraciones, dieron lugar a efecto sinérgico al

combjnarse con la dosis de reto. Se propuso que dichas células en cultivó han

perdido la capacidad de inducir las enzimas responsables de la respuesta

adaptativa. . . ;

2.5 Inducción de la Respuesta Adaptativa en las Diferentes Etapas del Ciclo

Celular.

En algunos experimentos se ha demostrado que la inducción de la respuesta

adaptativa, depende en parte de la etapa del ciclo en la que se encuentran las

células al momento de la exposición tanto a la dosis de adaptación como a la de

reto. También depende de la dosis tota! recibida y de la razón de dosis de

irradiación (Shadley y col., 1987). Se ha observado que la respuesta adaptativa se

puede causar al suministrar la dosis baja de rayos X durante la fase S del ciclo

celular. Para determinar si es posible producir dicha respuesta en otras etapas del.

cicio, se han irradiado linfocitos humanos con 0.01 o 0.05 Gy antes de la

estimulación con fitohemaglutinina, es decir en Go, o con 0.01 Gy en diferentes

tiempos después de la estimulación (en Gi) y con 1.5 Gy como dosis de.reto (en

G2j. Aunque los linfocitos adaptados en Go no mostraron respuesta adaptativa, las

células irradiadas en Gi 4 h después de la estimulación respondieron

positivamente. Se ha determinado que la respuesta persiste aún después de tres
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ciclos de división celular (Shadley y col., 1987). Con relación a la posibilidad de

inducir la respuesta en linfocitos no estimulados, Tuschl y col: (1983) observaron

un incremento en la síntesis no programada de ADN y una disminución en iá

frecuencia de intercambios en las crpmátidas hermanas en linfocitos tratados con

radiación UV, obtenidos de trabajadores expuestos a dosis bajas de radiación.

Posteriormente, se detectó inducción de respuesta adaptativa en linfocitos

adaptados en Go, analizando la supervivencia celular, la frecuencia de mutaciones

(Sanderson y Morley, 1986) y la de aberraciones crornosómicas (Caí y Liu, 1990).

También se ha reportado que cuando los linfocitos sé someten a dosis bajas dé

rayos X o de H2O2 en Go, presentan una frecuencia de mieronúcleos menor al

exponerse a la dosis de reto de rayos X. Esta respuesta se indujo solamente

utilizando una razón de.dosis igual a 0.01 Gy/mih, ya que con 0.1 o 0.2 Gy/rrtin no

se observó buen resultado (Cortés y col., 1994). Otros autores han experimentado

con diferentes esquemas de irradiación en varias etapas del ciclo celular, para

determinar cuales son críticas en Ja inducción de la respuesta. Se expusieron

íinfocitos de donadores sanos a la dosis de adaptación en Go, G1 o G1/S y

subsecuentemente a la de reto en G1( G1/S, S o G2. Los datos indicaron que la

acción de la dosis de adaptación se manifestó solo con el esquema de exposición

a la dosis reto en S o G2, no obstante en G2 se obtuvo un efecto más pronunciado,

independientemente de la etapa en la que se haya suministrado la dosis de

adaptación (Ryabchenko y col., 1998). Shadley y col. (1987) ya habían

determinado qué G2 era la etapa más indicada para aplicar la dosis de reto,

aunque á diferencia del trabajo de Ryabchenko y col. (1998), establecieron que las

células adaptadas en G1 mostraron una respuesta mayor. Como se puede

apreciar, los resultados son contradictorios en cuanto a los períodos del ciclo

celular en los que hay una mayor inducción de la respuesta adaptativa. Se ha

argumentado que la falta de respuesta aplicando la dosis de adaptación en Go, en

comparación con la encontrada en otras etapas del ciclo, se debe a que los

linfocitos en división tienen mayor capacidad de reparación que los, que están en

reposo (Shadley y col., 1987).
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2.6 Respuesta Adaptativa "Cruzada".

Esta característica se presenta cuando la adaptación con algún agente genotóxico

físico o químico induce la respuesta adaptativa frente a otro agente diferente. Tal

caso se ha observado en linfocitos humanos que han sido expuestos a radiación

ionizante, lo cual les confiere resistencia al tratamiento con bleomicina o MMC

(Wolff y col., 1988). En células SR-1 de ratón adaptadas con dosis bajas de

radiación gamma, la inducción de mutaciones en el locus HPRT por la exposición

posterior a bleomicina, fue menor que en las células no adaptadas con radiación y

fue similar a la que se presentó con radiación como agente de reto. La resistencia

detectada tanto a bleomicina como a radiación, se atribuyó a algún mecanismo de

reparación de rupturas dobles en el ADN (Zhou y coi.,1993). También in vivo se

han obtenido algunos resultados del efecto "cruzado" entre radiación y bleomicina.

Én linfocitos de niños expuestos a radiación ionizante y tratados posteriormente en.

cultivo con bleomicina, se descubrió que la frecuencia de aberraciones

cromosómicas, fue menor que en los linfocitos de los niños que no recibieron

radiación (Tedeschi y cok, 1995). Este mismo efecto se ha observado en

individuos ocupacionalmente expuestos a radiación ionizante (Barquinero y col.,

1996). Igualmente, el p re-trata miento con bajas concentraciones de bleomicina

induce la respuesta adaptativa frente a subsecuentes tratamientos con dicho

agente o con rayos X (Vijayalaxmi y Burkart, 1989; Wolff y col., 1989), También se

ha observado que la radiación ionizante puede inducir respuesta adaptativa, frente

a agentes que causan otro tipo de lesiones, como la MMC que produce

principalmente monoaductos y enlaces cruzados. En linfocitos humanos,

expuestos a dosis de 0.01 Gy de rayos X de manera crónica o aguda, se redujo un

10% la frecuencia de ICH inducida posteriormente por MMC (Moquet y col., 1989).

En estudios consecutivos se detectó que en células V79 de criceto chino,

expuestas continuamente a dosis bajas de radiación gamma,' se originaron

frecuencias menores de. aberraciones cromosómicas y de ICH al ser

subsecuentemente tratadas con MMC (Osmak y Horvat, 1992). Resultados

similares ya habían sido obtenidos en linfocitos de ratón y de humano y se sugirió

que la irradiación crónica causó un incremento en la capacidad de las células para
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reparar las lesiones inducidas en el ADN por MMC (Tuschl y col., 1980; Wojcik y

Tuschl, 1990). Además de la respuesta con MMC, también se ha detectado

resistencia cruzada contra el efecto de la radiación ÜV B (313 nm), pero no contra

el del etil rrietanosulfonato ni del cisplatino (Ikushima, 1989). En otro trabajo

también realizado con ratones in vivo, se irradiaron las células de la médula ósea

del fémur de una extremidad y posteriormente se trataron los ratones con MMC

para comparar la inducción de ICH entre ambas extremidades. La diferencia en la

frecuencia de ICH inducida por MMC entre la extremidad irradiada y la no irradiada

fue de aproximadamente 30% (Morales-Ramírez y Cruz-Vallejo, 1996). De lo cual

se infirió que el pretratamiento con la radiación permitió que las células

respondieran más eficientemente a la exposición a MMC. Dosis bajas de H2O2

pueden provocar respuesta adaptativa cruzada en linfocitos de bovino y de conejo,

manifestada como una reducción en la frecuencia de micronúcleos inducidos por

rayos X. Con estos resultados se propuso que las rupturas de cadena sencilla son

las lesiones principales que disparan la respuesta, ya que ambos agentes las

producen a través dé radicales hidroxilo (Flores y col., 1996).

2,7 Posibles Causas de la Respuesta Adaptativa

La respuesta adaptativa inducida por radiación se ha explicado fundamentalmente

en función de las siguientes causas:

2.7.1 Inducción de Mecanismos de Reparación.

La primera evidencia directa de la inducción de los sistemas de reparación viene

de-Ios resultados obtenidos por,Wiencke y col. en 1986, quienes encontrarán qué

la polim.erasa poli(ADP-ribosa), enzima involucrada en los procesos dé reparación;

era necesaria para disparar la respuesta adaptativa con timidina tritiada en

linfocitos humanos, l a inhibición de dicha enzima mediante la 3-aminobenzamida.

, bloquea completamente la respuesta adaptativa, medida en función dé la
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frecuencia de micro núcleos en células V79 de criceto chino y por la frecuencia de

nutaciones en el, locus S1 de células híbridas, lo cual apoya la hipótesis de la

inducción de ¡a reparación como mecanismo responsable, dé la adaptación

(Iku.shima, 1987; lleno y col., 1995). Se ha comprobado que la respuesta

.adaptativa que se induce por radiación gamma en:líneas de.células humanas

cancerosas como hepatomas, se puede eliminar cuándo se agrega la 3-AB

después dé la dosis de reto, en cualquiera de los protocolos experimentados.

Estos datos apoyan la propuesta de que la respuesta es el resultado de la

inducción de cierto mecanismo de reparación (Seong y Kim 1994; Seong y coí.,

1995). : : : . . • .

Sin embargo, la hiposensibilídad a la bleomicina detectada en linfocitos humanos,

expuestos in vivo a radiación ionizante por el accidente de Chernobyl, persistió

aun en presencia de ciertos inhibidores, de la reparación del ADN como 3-AB,

afidicolin o 3-didesoxitimidina. Con estos resultados se propuso que la resistencia

a bleomicina en niños radioexpuestos, no está relacionada con la actividad de las

enzimas involucradas en la reparación (Tedeschi y col., 1995).

Dado que \a respuesta adaptativa puede ser inhibida por la actinomicinaD o la

ciclqheximida, administradas, entre el período :de exposición a la dosis de

adaptación y a la de reto, se ha propuesto que la síntesis de novó de transcritos y

proteínas es requerida para la expresión de esta respuesta (Youngblom, 1989; Cai

y.Liu, 1992; Ikushima, 1992). Durante las primeras horas después de la dosis de

adaptación, se han detectado proteínas recién sintetizadas en linfocitos humanos

(Wolff, 1992), en células V79 de. criceto chino (Ikushima, 1992) y en células Ul-

Mei de melanoma humano (Meyers y col., 1995). En esté último sistemarse

incrementa el nivel de transcritos específicos después de la exposición a dosis

bajas, lo cual; permite la supervivencia a través de la reparación del ADN. En

células de bazo de ratón,¡se ha detectado que los inhibidores de la síntesis de

proteínas o de ARN, como la cicloheximida o el 5,6-diclóro-1-beta-d-

ribofuranosilbenzimidazol, administrados entre la dosis de adaptación'y la de reto,

evitan el incremento en la supervivencia celular de las poblaciones adaptadas y
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aumenta la presencia de células apoptóticas. Estos resultados apoyan el

requerimiento de la síntesis de proteínas y ARN para inducirla respuesta (Hyun y

col., 1997). Dado que•Boo.thman y col. (1993), detectaron cambios en los niveles

de transcripción de ciertos genes después dé lá exposición a radiación ionizante,

se han hecho varios experimentos para determinar si dosis bajas de rayos X que

inducen adaptación, pueden causar cambios en los niveles de transcripción de los

genes involucrados en la reparación del ADN. En linfocitos humanos expuestos a

dosis de; adaptación de 0.02 Gy de rayos X, se determinó la presencia dé

diferentes especies de ARNm no detectadas en el testigo, las cuales

corresponden a los transcritos de los genes candidatos a estar involucrados en la

reparación durante la adaptación. Algunas especies se encontraron en células

testigo pero no en irradiadas, éstas podrían ser la expresión de genes supresores

involucrados en la regulación de la reparación del ADN. La respuesta adaptativa

podría darse por la inducción de la síntesis de nuevas enzimas o a la pérdida del

süpresor en las células irradiadas (Wolff, 1992, 1998). Se ha observado en células
. . • • • • • : • ) • • . • . , , ) • ' • • • . ' • • • • • , • • ; . . • • . - : • ' • • • • ( • . • • • ; . ' ' ' • ' • • ' :

humanas qué la endonucleasa apurínica/apirimidínica (APE-1), se activa por

exposición a dosis bajas de especies reactivas de oxígeno o agentes que las

generan, tales como la radiación ionizante. Dicha enzima está involucrada

directamente en el proceso de reparación por escisión de bases. El aumento en la

expresión de la APE-1 se observó en células HeLa y fibroblastos primarios, y sé

relacionó directamente con el incremento en la supervivencia celular frente a dosis

altas de estos agentes (Ramana y col., 199.8). Asimismo, se ha reportado que

dosis bajas de radiación jonizante inducen la activación de la enzima proteína

cinasa C (PKC), que, funciqna como un mediador de señales para la activación de

ciertos genes involucrados en la reparación del, ADN (Woloschac y col., 1990), Lá

participación de la PKC en la respuesta adaptativa se ha visto apoyada por

diversos trabajos. Un incremento en la supervivencia celular: se produjo en células

V7.9 de cricetq, como parte de la respuesta adaptativa inducida por radiación, el

cual se bloqueó cuando la dosis de adaptación se realizó en presencia de H-7que

es un inhibidor de ¡la PKC ;(lbuki y Goto, 1994). Sé ha detedtadó que lá

sobrexposición de células m5S de ratón, al 12-O tetradecanoilfbrbol-13 acetato
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(TPA), que es un inhibidor de la PKC, bloquea la adaptación causada por

radiación evaluada en términos de la producción de aberraciones cromosómicas y

mutaciones. Sin embargo, el TPA aplicado por intervalos cortos, actúa como un

activador, directo de la PKC y dicho tratamiento resulta equivalente a la dosis de

adaptación con el agente genotóxico;. esto indica la presencia dé una vía común

en la inducción de adaptación a través .de señales activadas por dosis bajas de

radiación, de H2O2 y por TPA (Sasaki, 1995).

También se ha demostrado en células cultivadas de ratón,.que dosis bajas de

rayos X activan a la PKC e inducen su traslocación del citosol a la membrana. Las

dosis más altas rio inducen adaptación y disminuyen dramáticamente el nivel total

de la PKC. La activación de dicha proteína y la respuesta adaptativa observada en

términos de resistencia a la producción de aberraciones cromosómicas, se

bloquean mediante el Calfostin C que inhibe a la PKC. Asimismo, se determinó

que la dosis de adaptación activa a otra proteína cinasa conocida como p38, la

cual a su vez induce una cascada de reacciones que están asociadas con. la

activación de la PKC. Estos resultados indican un mecanismo de regulación

coordinada de la respuesta adaptativa, mediante un circuito cerrado de señales

enviadas entre las proteínas de transducción (Shimizu y col.,1999)..

Se han hecho algunos trabajos utilizando la técnica de electroforesis unicelular en

ge! (EUG) para esclarecer de que manera participa la reparación en el estímulo de

la respuesta adaptativa. Sin embargo, los resultados son variados y en algunos

casos contradictorios. Por ejemplo, Ikushima y col. en 1996 reportaron que la tasa

de reparación de las rupturas de doble cadena fue mayor en las células adaptadas

con 0.0Í5 Gy y expuestas a 1.5 ó 5 Gy 4 h más tarde, que en las células que no

se expusieron a la dosis de adaptación. Además, el daño residual después de 120

miñ: siempre resultó menor en la población adaptada y no se detectaron

diferencias significativas en el daño inicial entre ambas poblaciones. Con estos

resultados sé llegó a la conclusión de que las dosis bajas de radiación ionizante,

incrementan la capacidad celular para reparar las rupturas en el ADN.
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También en 1996 Wojcik y col. realizaron algunos experimentos con linfocitos

humanos expuestos a 0.05 Gy como dosis de adaptación y 2.0 Gy como dosis dé

reto, con un intervalo de 5 h entre ambas. Con la técnica de EUG detectaron un

menor daño inicia], así como una tasa mayor de reparación en las células

preadaptadas; aunque la adaptación no se reflejó én la frecuencia de aberraciones

cromosómicas ni en la tasa de proliferación celular. Analizando la distribución de

los cometas por tamaño, determinaron que la diferencia en la cinética de

reparación entre ambas poblaciones celulares, se debía a la presencia de una

subpóbláción de linfocitos con reparación más lenta, en las células no adaptadas,

la cuál desaparece después de la exposición a ta dosis de adaptación. Se sugirió

que dicha población puede ser eliminada mediante un proceso apoptótico. Se

sabe que dosis bajas dé radiación ionizante inducen apoptosis en linfocitos in vitro,

y recienternéhte se ha sugerido que dicho proceso está asociado con la respuesta

adaptativa (Boréham y col., 1995). Sin embargo, en las preparaciones de las

células adaptadas, no se observaron núcleos fragmentados o picnóticos, que

normalmente sé detectan en células apoptóticas. Por lo tanto, dicha hipótesis

requiere de mayor investigación para confirmarse (Wojcik y col., 1996).

También existen datos que indican que la respuesta adaptativa no siempre va

acompañada de una reparación más rápida del ADN, evaluada en función de la

frecuencia de aberraciones cromosómicas o de micronúcleos. Tal es el caso de

los resultados obtenidos por Wojewodska y col. (1997), quienes trataron de

establecer una relación entre la inducción de respuesta adaptativa, la cinética de

reparación del ADN, la transducción de señales y la frecuencia de micronúcleos.

Ellos utilizaron H2Ó2 o rayos X para inducir la adaptación, N-N dietilami.np-octil-

3,4,5-trimetoxibénzoato (TMB-8) como antagonista del calcio y ¡estaurosporina

como inhibidor de la PKC, para bloquear la transducción de señales. Observaron

una reducción del 30% en la frecuencia de micronúcleos inducidos, con relación a

la frecuencia esperada suponiendo un efecto aditivo, entre jas dosis de adaptaqión

y la de reto. El tratamiento con estaurosporina o con TMB-8 bloqueó por completo

la respuesta adaptativa. Sin embargo, no apreciaron diferencias en la cinética de

reparación analizada por EUG, entre los linfocitos adaptados y no adaptados. Por
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lo tanto, la frecuencia baja de micronúcleos en los linfocitos preadaptados no está

relacionada con la tasa de reparación medida por EUG. Incluso se detectó que el

daño al tiempo cero, fue estadísticamente menor en las células no adaptadas, que

en las pre-expuestas a dosis bajas de rayos X o de H2O2. Asimismo, no se

observaron diferencias en la tasa de reparación en los linfocitos incubados con

estaurosporina o TMB-8. Considerando que al promediar la cantidad de daño en

las células en cada tiempo, se enmascarara la presencia de sübpoblaciones

celulares con distintas tasas de reparación, se compararon las distribuciones de

dicho parámetro, en los linfocitos expuestos a la dosis de adaptación en presencia

o ausencia de estaurosporina y sin dosis de adaptación. Sin embargo, no se

obtuvieron'diferencias significativas en los patrones de distribución entre los

diversos tratamientos a los tiempos escogidos (0, 30 y 60 min). Por lo tanto, no

hay evidencia de que lá adaptación se dé como resultado de la eliminación de una

subpoblación con tasa de reparación más lenta, como lo habían reportado Wojcik

y col. (1996). Por lo qué concluyeron que el tratamiento con agentes que

interfieren con la transducción de señales, bloquea la inducción de la respuesta

adaptativa por dosis bajas de rayos X o peróxido de hidrógeno (Wojewodska y

col., 1997).

Es probáble!que toda una red de señales esté interconectada dentro de una célula

estresada, en la que los canales de calcio y la PKC son componentes primordiales

(Wojewodska y col., 1994). En cuanto a la participación del calcio en la regulación

de señales, se ha detectado que el tratamiento con el anticuerpo anti-CD38 altera

las señales involucradas en la respuesta adaptativa. Se sabe que CD38 es una

proteína que influye sobre la actividad del adenosín difosfato cíclico (ADPc), que a

su vez es un: agente liberador de" calcio (Wojewodska y col., 1996). Esta

observación apoya la importancia del calcio en la adaptación. Se sabe que el TPA,

el adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y los iones de calcio, regulan la

comunicación intercelular mediante uniones estrechas (Trosko, 1991), lo cual es

indispensable para la inducción de radióadaptación en las células de embriones

humanos (Ishii y Watanabe, 1996).
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Se ha asumido que el daño al ADN genera una señal de alarma en el núcleo, ía

cual es enviada al ciíosol y a través de una vía de transducción de señales

mediada por la PKC, regresa al núcleo activando ciertos genes involucrados en la

síntesis de un grupo de enzimas, que participan en la progresión del ciclo celular,

la apoptosis, la replicación, la transcripción y la reparación del ADN (Ikushima y

col., 1996; Szumielycol., 1998).

2.7.2 Inducción de Sistemas Desintoxicantes de Radicales Libres.

También existen datos que apoyan la hipótesis de queja respuesta.adaptativa se

debe a que las dosis bajas de radiación activan, algún sistema de defensa

antioxidante, que incrementa la eficiencia para remover radicales tóxicos. Se ha

comprobado que la exposición a dosis bajas de radiacjón promueve la síntesis de

proteínas relacionadas con la remoción de; radicales libres (Feinendegen, 1988;

Lava!, 1988; Yamaoka y cok, 1992).

Zhang H. y coi. en 1998, investigaron los efectos de la pre-exposición in vivo a

dosis bajas de iones de oxígeno o de rayos gamma, sobre las anormalidades en la

cuenta espermática y en la morfología de los. espermatozoides; .inducidas por

dosis altas del mismo agente. Estos datos se correlacionaron a su vez con el nivel

de la peroxidación lipídica de membranas y con la actividad de la superóxído

dismutasa (SOD). En todos los casos se observó que la dosis de adaptación

incrementa, la resistencia del tejido. Se propuso que el mecanismo responsable de

dicha respuesta, actúa a través del incremento en.la actividad de la SOD y la

disminución de la peroxidación lipídica, ya que ambos eventos se manifestaron por

la exposición a la dosis de adaptación. La capacidad de la célula para capturar

radicales libres, principalmente superóxido, se vio. altamente favorecida por la

SOD,.lo cual a su vez redujo la posibilidad de que dichas especies reactivas

interactuaran con el ADN y produjeran diversos tipos de daño.
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La metalpíioneina (MT) es otra proteína importante que se ha detectado durante la

inducción de-respuesta adaptativa ..y que se ha considerado en.gran parte como

responsable de la resistencia que se presenta frente a ciertos agentes como

metales, tetracloruro de carbono (CCI4), radiación ionizante y radicales libres.

Dicha proteína intraceluiar contiene grandes cantidades de grupos tioles (30 %

cisteína), su función principal es la desintoxicación de iones metálicos y como

atrapador efectivo de radicales libres, principalmente superóxido, hidróxido y otros

radicales orgánicos (Sato y Brémner, 1993). Se sabe qué la exposición a radiación

ionizante incrementa el contenido de metalótioneina en el hígado, de rata, de

manera similar al efecto producido con otros agentes como el oxígeno, ei CCI4 y el

Zri (Shiraishi y col., 1995). La MT tiene una función inhibidora sobre la

peroxidación iipídica que induce la radiación ionizante en las membranas celulares

y se ha reportado que captura los radicales libres, lo cuál reduce la citotoxicidad e

incrementa la supervivencia celular (Matsubara y col., 1987). El tratamiento de

linfocitos de conejo in vivo e in vitro con sales de Zn disminuye la frecuencia de

aberraciones cromosómicas causada por radiación gamma. Este resultado se

correlacionó con el incremento en la concentración de MT 24 h después del

tratamiento de adaptación. Estos datos sugieren fuertemente que la síntesis de

MT debe actuar como uno de los mecanismos de defensa en la inducción de

respuesta adaptativa por radiación ionizante (Cai y Cherian, 1996; Cai y coi.,

1999).

2.7.3. Inducción de Apoptosis.

El incremento en la muerte celular programada o apoptosis, ha sido considerado

como otro mecanismo que posiblemente participa en la inducción de la respuesta

adáptativa, dado que ocurre con mayor frecuencia dentro del rango de dosis bajas

(Singh y col., 1994; Joinery col., 2001). Además, el pretratamiento con dosis bajas

de radiación o con un aumento moderado en la temperatura, sensibiliza a las

células a la inducción de apoptosis por la exposición prolongada a radiación

ionizante (Boreham y col., 1995). La proteína p53, que es un supresor de tumores,
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constituye un factor importante en la regulación de ápoptosis inducida por

radiación. En células con el gen p53 alterado o deficiente, la capacidad de iniciar

procesos apoptóticos después dé la exposición a radiación ionizante disminuye

considerablemente, lo que propicia que las células dañadas se conserven en la

población (Lee y Bernstein, 1993).

Cuando las células se enfrentan a un estrés oxidativo severo, que puede ser

producido por radiación ionizante, o bien cuando sufren una reducción dramática

de las enzimas de protección, éstas pueden entrar a urra vía apoptótica para evitar

daño posterior en los tejidos sanos circundantes e impedir el inicio de un proceso

canceroso (Davies, 2000). Sin embargo, la inducción de ápoptosis puede

representar un mecanismo de adaptación a nivel de todo el organismo, más que a

nivel de células individuales. . . • . . - , . • . • :
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3. O B J E T I V O S

C o n base en los an teceden tes menc ionados , se. p lantearon los s iguientes

objet ivos para este proyecto de invest igación:. ..f; . :-. • ; --•' •.::••• : :- • •>

3.1 Objetivo General:

Determinar s¡ la radiación gamma induce Respuesta Adaptativa (FÍA) en leucocitos

de sangre periférica de ratón in viyoy si se da corno resultado de una disminución"

en la sensibilidad a la producción de Jesiones en el ADN, o alaumento en la

capacidad de la célula para reparar dichas.iesiqnes. .=••.•• '•-'"-..

3.2. Objetivos Particulares:.

3.2.1. Desarrollar un modelo experimental que permita analizar la inducción; de

daño en el ADN, la reparación del mismo y la presencia de una respuesta

adaptativa in vivo en células de sangre periférica de ratón, mediante la técnica de

electroforesis unicelular en gel (EUG).

3.2.2. peterrpinar el dañq:,y'la cinética de rreparación del ADN inducido por

diferentes dosis, de radiación: gamma,:.en: tiempos específicos después de la

e x p o s i c i ó n ^ • . - - , , - ; , - - .•'••••••;•:;'.-_.•••-.•• .^ -: - .•:• • ; • ; • : • . • • •• • :'•'• • • - • ^ - • "

3 2 3, Discernir si el pretratamiento con dosis bajas de radiación gamma hace a la

célulaTnás resistente a la producción de daño inicial o incrementa la eficiencia, de

reparación de las lesiones producidas por la exposición posterior a dosis altas.
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4. MATERIALES Y MÉTODOS

4.1 Protocolo Experimental para la Evaluación del Dañó, la Reparación y la

Inducción de la Respuesta Adapta ti va irivivo por Radiación Gamma.

4.1.1. Daño y Cinética de Reparación: Se realizaron dé 3 a 5 experimentos

independientes por dosis con 1 ratón en cada uno. Se probaron 3 dosis dé

radiación (0.5, 10 y 2.0 Gy) para hacer el análisis de la cinética de inducción dé

daño en el ADN y reparación del mismo con cada una, Sé tomaron muestras ¿Jé

sangre por duplicado en cada tiempo, desde 5 minutos antes de la exposición

(testigo), como después de la exposición desde 3 hasta 90 minutos cada 5 o 10

minutos. Estos resultados permitieron seleccionar la dosis de 1.0 Gy como la

óptima para estudiar la respuesta adaptativa, ya que fue la dosis mínima que

produjo el daño máximo.

4.1.2. Respuesta Adaptativa: Para determinar la inducción de respuesta

adaptativa, se realizaron 5 experimentos independientes con 1 ratón en cada

caso. Los ratones se,expusieron a la dosis de adaptación (0.01 Gy) y despuéé de

1 hora a la dosis de reto (1.0 Gy) en cada experimento. La dosis de adaptación se

consideró como la centésima parte de la dosis de reto según referencias

bibliográficas (íkushima, 1989; Cai y Liu, 1990; Z.hou y col., 1993, 1994; Ikushima,

1996). Cada ratón fue su propio testigo, ya que se obtuvieron muestras antes de la

irradiación. Las demás muestras se tomaron inmediatamente después de la

exposición a la dosis de adaptación (desde 3 hasta 60 minutos), y después de la

exposición a la dosis de reto (durante 90 minutos) cada 5 ó 10 minutos, para hacer

las comparaciones pertinentes.

Con la finalidad de discernir si la respuesta adaptativa se debe a una disminución

en la sensibilidad a la producción de lesiones en el ADN o a un aumento en la
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capacidad de las células para reparar dichas lesiones, la estrategia propuesta en

el presente estudio fue comparar la cantidad de daño inicial inducido por la

radiación y lá eficiencia eri la reducción de dicho daño a través del tiempo, entre

las'células adaptadas y no adaptadas. Ál detectarse una reducción en el daño

inicial observado en las células adaptadas expuestas a la dosis de reto, entonces

sé manifiesta el estímulo de un mecanismo radioprotector y en el caso de

presentarse un incrementó en la eficiencia de eliminación del daño en las mismas

Células, entonces se evidencia el estímulo de los mecanismos de reparación.

4.2. Reactivos.

Los reactivos usados en este proyecto fueron obtenidos de los: siguientes

proveedores: agárosa de punto de fusión bajo (APFB) y agarosa de punto de

fusión normal (APFN) de Gibco BRL (Gaithérsburg, EUA); Tris, Cloruró de Sodio

(NaCI), N-lauril-sarcosin (NLS), Dimetilsulfóxido (DMSO), Cloruro de Potasio (KCI)

y Bromuro de Etidio (BrEt) de Sigma Chemical (Si Louis MO, EUA); EDTA, Tritón

X-100 e Hidróxido de Sodio (NaOH) de Merk (Darmstadt, Alemania).

4.3. Animales.

Se utilizaron ratones machos,de-la cepa BALB/c,ide 2 meses de edad'y de

aproximadamente 30. g de peso. En.cada:experimento.se empleó un solo.ratón

debido: a la dificultad: de -tomar varias muestras a diferentes tiempos, los

experimentos se repitieron de ;3 a-7 veces. Estos ratones fueron'reproducidos en

el bioterío del laboratorio de -Radiobiología.Celular del ININ. Se mantuvieron dentro

de jaulas de plásticocon aserrín bajo condiciones.controladas de temperatura (23-

251;°C) y, períodos.fijos de luz-oscüridad, (12-horas cada uno). Se alimentaron con

c o m p r i m i d o s P u r i n a c h o w y a g u a a d f i b i t u m . • ••: . • • ' • •
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4.4. Irradiación.

Los ratones se irradiaron en una, fuente de rayos . gamma de 137Cs

(Cesagammatron, Siemens) colocados en tubos de plástico con tapa. Las dosis de

exposición se seleccionaron con base en los antecedentes bibliográficos

(Vijayalaxmi y col., 1992) y se modificaron de acuerdo con los resultados que se

fueron obteniendo. Se trabajó dentro de un rango de dosis que se,conoce corno no

citotóxico (Morales-Ramírez y Cruz-Vallejo, 1996) y que no afecta

significativamente la supervivencia celular (Singh y col., 1990, 1991; Visvardis y

col,, 1997). Las dosis utilizadas fueron 0.5, 1.0 y 2.0 Gy. El mismo criterio se

consideró para determinar las dosis de adaptación y reto, las cuales se fijaron en

0.01 y 1.0 Gy, respectivamente. La tasa de exposición se calculó con un equipo

PTW" modelo 10002 serie 20086 con una cámara de ionización PTW modelo

W3001 serie 366 calibrado.para la energía de 137Cs. Este procedimiento se realizó

en: el laboratorio secundario de calibración :dosimétrica del Departamento de

Metrología del ININ.

4.5. Determinación de las células con daño en el ADN.

Las células con su ADN dañado fueron detectadas mediante la técnica ele,

eléctroforesis unicelular en gel (EUG); esta técnica permite detectar rupturas

sencillas y sitios lábiles al álcali en el ADN de células eucariontes: La migración de

ios fragmentos del ADN alterado forma una imagen semejante a un corneta en el

espació, por lo cual también se le conoce como ensayo cometa. Esta metodología

constituye una prueba genotóxica muy sensible para determinar el dañó en el

ADN, inducido por diferentes tipos de agentes físicos y químicos, así como la

reparación del mismo (Andrews y col., 1989; Olive y col, 1990; Fáirbairn y cól.,:

1995; Visvardis y col., 1997; Banáth y col.,,1998; Tice y col., 2000). En el presenté

estudio se utilizó la metodología original reportada, por Singh y col. (1988) con

algunas modificaciones, como se describe a continuación.
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4.5.1. Toma de Muestras.

Para tomar las muestras de leucocitos, cada ratón se inmovilizó, dentro de un brete

dejando la cola libre a través de un orificio, se cortó un segmento pequeño del

extremo de la cola y se recuperaron 4 ¡al de sangre. Se tomó una muestra testigo 5

minutos antes de irradiar al ratón y varias muestras a diferentes tiempos después

de la irradiación: a los 3 minutos se tomó la primera y en el período de 5 a 30

minutos cada 5 minutos, de 30 a-60 minutos cada 10 minutos y la última a los 90

minutos. Se obtuvieron por lo menos 2 muestras en cada tiempo y se

resuspendieron en 1 mi de solución balanceada de Hank (libre de Ca++ y Mg++)

dentro de un tubo para microcentrífuga. Las células se mantuvieron en hielo el

tiempo que duró la toma de todas las muestras, para evitar la reparación de las

rupturas del ADN y se procesaron para la técnica de EUG. • : ;•••••

4.5.2. Preparación de Laminillas.

Se preparó la agarosa de puntó dé fusión bajo (APFB)'al 0.5% y la agarosa de

puntó de fusión normal (ÁPFN) al 0.75%, disolviendo respectivamente 125 mg de

APFB y 187.5 mg "dé ÁPFN en 25 mi de amortiguador salino de fosfatos libre-de

Ca++ y Mg++(PBS). Se calentaron hasta un punto cercano a la ebullición para que

las agárosas se disolvieran, se separaron en alícuotas de 5 rril y se almacenaron a

4°C. Al momento de utilizarlas se calentaron hasta fundirlas completamente y se

mantuvieron á 37°C. A portaobjetos lisos y limpios se les agregaron 200jal de

APFN y se dejaron secar a temperatura ambiente hasta deshidratarse por

completo (Eriksson y Nygren, 1995). Las células resuspendidas en la solución

saíiná balanceada de Hank se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos. El

paquete celular dé cada muestra se mezcló con 100 fil de APFB (37°C) y se

depositó sobre el portaobjetos con la capa deshidratada de APFN.

Inmediatamente se colocó encima un cubreobjetos limpio y seco, se metió al.

refrigerador para que la agarosa solidificara. Después de 3 a 5 minutos se retiró

cuidadosamente el cubreobjetos por deslizamiento y se puso encima otra capa de
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100 \i\ de APFB, se volvió a colocar otro cubreobjetos y se dejó solidificar en el

refrigerador por 3 a 5 minutos. Después se removió el cubreobjetos y cada

laminilla se acomodó cuidadosamente dentro de una caja de Coplin a la que se le

agregaron 50 rril de solución de lisis fría recién preparada (2.5 M NaCI, 100 mM

EDTA, 1% NLS y 10 mM Tris ajustada a pH 10 con NaOH, más 1% Tritón X-100 y

10% DMSO). Las laminillas se mantuvieron dentro de esta solución protegidas de

la luz a 4°C durante una hora.

4.5.3. Electroforésis, Tinción y Almacenamiento.

Las laminillas sé retiraron de la solución de lisis y se acomodaron en forma

horizontal dentro de la cámara dé electroforésis una junto a otra. Se llenó la

cámara con el amortiguador de electroforésis frío recién preparado (300 mM

NaOH y 1 mM EDTA a pH 13), hasta que el nivel del líquido cubriera

completamente las laminillas y se dejaron sumergidas en el amortiguador alcalino

durante 40 min, para permitir el desenrollamiento del ADN y la expresión del daño

sensible al álcali. La cámara se conectó a una fuente de poder y se aplicó una

corriente eléctrica a 25 volts y 300 miliamperes. E( tiempo ele electroforésis fue de

40 min, después del cual se sacaron las laminillas y se enjuagaron con

amortiguador de neutralización (0.4 M Tris a pH 7.5), dejando 5 min para que el

amortiguador se absorbiera; la operación se repitió 3 veces. Posteriormente las

laminillas se sumergieron en metanol con el fin de deshidratar las capas de

agarosa y se guardaron en una caja para protegerlas de la luz y el polvo. Para

analizarlas al microscopio se hidrataron previamente con solución de

neutralización, se tiñeroncon 50 ¡x\ de Bromuro de Etidio (2 ug/ml) y se les colocó

encima un cubreobjetos limpio, con cuidado para no formar burbujas. Antes del

análisis, se eliminó el exceso del colorante de los bordes de la laminilla. Las.

preparaciones teñidas se guardaron en el refrigerador hasta por 72 h en una

cámara húmeda.
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4.5.4. Evaluación del Daño en el ADN.

Para visualizar el daño en el ADN se observaron las laminillas con el objetivo de

25x,: en un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro de excitación de

515-560 nm y un filtro barrera de 590 nm. El daño se evaluó analizando 300

células por laminilla, calculando la proporción de células dañadas en función del

número de células con cola.(cometas), o determinando la migración del ADN fuera

del núcleo en cada uno de ellos, mediante la medición de la longitud de la cauda.

Las medidas se realizaron desde el borde caudal del núcleo hasta el final de la

cola, con la ayuda de una lentilla. graduada con una escala en el ocular o a través

de los negativos de fotomicrografías tomadas de cada campo. También se

hicieron mediciones de la longitud.de la cola con un analizador de imágenes "Cari

Zeiss". Además, los cometas se clasificaron en tres categorías, de acuerdo a la

longitud de la cola en relación con el diámetro de su propio núcleo: cortos (hasta 1

núcleo), medianos (de unos a dos núcleos) y largos (más de dos núcleos). Se

cuantificó el porcentaje de cada uno.

Los datos obtenidos se procesaron para obtener promedios, desviaciones

estándar y errores estándar. Se aplicó la prueba estadística de Dunnett para

analizar la significatividad de las diferencias. Los promedios se graficaron para

hacer el análisis detallado de la cinética. de. reparación y de la respuesta

adaptativa. En las tablas se presentaron los promedios con sus desviaciones

estándar y en las gráficas se mostró cada punto con su error estándar.

El área bajo la curva (ABC) de porcentaje de cometas contra tiempo se obtuvo

mediante integración con el programa Origin 5.0. •'•••:
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5. RESULTADOS

5.1. Estandarización de las Condiciones Experimentales para el Uso de la

Técnica de Electroforesís Unicelular en Gel.

En esta primera etapa se hicieron los ensayos necesarios para el montaje de la

técnica de'EUG, estandarizando las siguientes variables: 1) concentraciones y

cantidades adecuadas de la agaro'sá de punto de fusión bajo (APFB) y la de punto

de fusión normal (APFN). 2) tipo de portaobjetos más conveniente. 3) Cantidad

adecuada dé células. 4) Tiempo y temperatura para la lisis. 5) Tiempo y

temperatura para el desenrollamiehto de la cadena de ADN y la migración de los

fragmentos. 6) Condiciones óptimas para la toma de fotomicrografías. 7) Criterios

para el análisis del daño;

Como agentes inductores de daño, se utilizaron ¡diferentes concentraciones: de

H2O2 (in vitro) en linfocitos aislados y radiación gamma (in vivo) en leucocitos de

sangre periférica. Las condiciones estandarizadas para el funcionamiento y

repróducibilidad de la técnica fueron las siguientes: Se usaron portaobjetos lisos

con una capa seca de 200 pide APFN a una concentración de 0.75%. Se tomaron

4 ul'de sangre periférica de la cola del ratón y se resuspendieron en 1 mi de

solución salina balanceada de Hank, se mantuvieron en hielo hasta procesarse, se

centrifugaron y él paquete celular sé resuspendiÓ en 100 ul de ÁPFB, a una

concentración de 0!5%. Ésta se aplicó sobre la primera capa seca de agarosa, se

colocó un portaobjetos encima y se dejó solidificar,, se retiró el cubreobjetos por

deslizamiento y se agregó una última capa de APFB. La lisis se realizó durante

una hora a pH 10, el desenrollamiento se llevó a cabo por 40 minutos en

amortiguador a pH 13 y la electroforesis a 23 volts y 300 mA durante 40 minutos

en el mismo amortiguador alcalino. Estos tres últimos pasos se realizaron en frío

(4 °C). Los geles se neutralizaron con tris a pH 7.5 y se deshidrataron con metanol

para guardarlos secos. La tinción se realizó con 50 ul de BrEt (2 ug/ml). Las

condiciones más adecuadas para la toma de fotomicrografías con película
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Technical Pan fueron: 30 Din/800 ASA con 3 minutos de exposición sin

acercamiento.

Para'determinar el daño basai y el inducido, se midió el diámetro del núcleo, la

longitud total del cometa y la longitud de la cola en los negativos, tomando en

cuenta que un eritrocito mide 0.66 mm en el negativo fotografiado con el ocular de

25xt para hacer.la.conversión a micrórnetros..Se obtuvo el porcentaje de cometas

(células con daño) y se clasificaron por tamaño. ...

Para el desarrollo del sistema experimental que permitiera analizar la inducción de

dáño-en el ADN, la cinética de reparación del mismo y la presencia.de una

respuesta ádaptátiva/V? v/Vo, encéíulás de sangre periférica de ratón/ mediante la

técnica EUG, sé diseñaron varios experimentos preliminares realizando

exposiciones de cuerpo enteró de los ratones a una fuente de radiación gamma

(137Cs).. Los ratones se irradiaron. dentro de un tubo de plástico .con tapa y

posteriormente se colocaron en un brete, manteniendo, la cola fuera a través de un

orificio.. Se cortó un segmento pequeño del extremo de la cola, desinfectándola

previamente y enjuagando con. agua: Esto permitió tomar muestras de sangre a

diferentes tiempos manteniendo al organismo vivo, tanto antes; corno después de

la exposición. Las células se resuspendieron en solución de Hank y se

mantuvieron en hielo hasta procesarse para EUG, de acuerdó a las condiciones

descritas anteriormente, para analizar el daño en cada uno de los tiempos

determinados. L •

Los experimentos preliminares de esta etapa del proyecto sirvieron de base para

el diseño de los experimentos directamente relacionados con las.cinéticas del

daño y reparación del ADN y con la inducción de respuesta adaptativa.
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5.2. Cinética de Reparación del Daño Inducido por Radiación Gamma.

En esta etapa se determinó el daño inducido al ADN por radiación gamma en

leucocitos de sangre periférica del ratón y la cinética de reparación in vivo,

mediante la técnica de EUG siguiendo las condiciones descritas anteriormente.

Inicialmente se expusieron los ratones á 1.0 Gy y en función de los resultados

obtenidos se utilizaron 0.5 y 2.0 Gy, para seleccionar la dosis mínima que

produjera el daño máximo. Se seleccionaron estas dosis para trabajar dentro de

un rango que no afectara la viabilidad celular, considerando que con la exposición

a dosis de 2.0 Gy la reducción en la supervivencia es,de un 2 a un 5% (Singhy

col., 1990, 1991). Incluso con 4.0 Gy se ha reportado hasta un 95% de

supervivencia celular (Visvardis y col., 1997). : ;

La exposición dé los ratones a 1.0 Gy de radiación gamma en una fuente de
137Cs, indujo un daño significativo éh 'los leucocitos de sangré periférica, que fue

evaluado en función del porcentaje dé células con cola (cometas), lo cual refleja la

migración de fragmentos del ADN debido a la presencia de rupturas de cadena

sencilla ó sitios lábiles al álcali.

En la tabla 1 se muestra el porcentaje de cornetas obtenidos en cada tiempo,

antes y después de la irradiación en experimentos.independientes, así como el

promedio y la desviación estándar. Los resultados indican que en las muestras

testigo tomadas 5 minutos antes de la irradiación de cada ratón, el porcentaje

promedio dé cometas obtenido fue 5%. El porcentaje más alto de 77.2% se

encontró a1 los 3 minutos de la exposición, lo cual resulto estadísticamente

significativo con una p < Ü 05 comparando con él testigo mediante la prueba de

Dunnett. Este porcentaje se redujo a 46% dos minutos más tarde y continuó

disminuyendo hasta 22.6 % a los 15 minutos, siendo significativo respecto al

testigo con una p < 0.05. En cada experimento se observó que entre los 25 y 40

minutos hubo un segundo aumento en el porcentaje de cometas (p < 0.05). La

frecuencia de cometas hacia los últimos tiempos en que se tomaron las muestras
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tendió a disminuir y aunque alos90: minutos todavía persistían algunas células

con daño, la .diferencia coa .respecto al testigo ya no resultó estadísticamente

significativa. Se detectaron diferencias individuales en la cinética dé producción dé

cometas, particularmente en relación con el segundo incremento que ocurrió entre

los 25 y 40 minutos después de la exposición.

Tabla 1. Porcentaje de cometas producidos a diferentes tiempos después de
la exposición a 1.0 Gy de radiación gamma en leucocitos de sangre

periférica de ratón in vivo

Tiempo
(minutos

después de y)

Testigo

3

5

10

15

, 20

25

30

40-

, \ 50 . "

60

90

Exp. 1

(%)

6

94

66

35

25

27 :

42

67

.--.45..-.

' -,; 46'.

30

19

Exp.2

(%)

3

76

44

36

30

18

33

37

. 2 0 • .

. • " . 2 3 . " : > " " .

16

20

Exp. 3

, (%)

• 4 ••

70

31

13

11

..; 14

24

20

30

.."." 19 ,

11

11

Exp. 4

(%) ;

3 :

.: 60

25 .

16

. 14 . ,

•'• • 2 7

36

22

- 2 0

. , " . . . 1 7 . -•"'

17

• 1 . 1

Exp. 5.

( % ) )•

10

86

64

60

33

27

20

44

- 26 -

::"= 2 5 •

-"18

11

: !x + d.e."

5.2+ 2.9

77.2+13.3*

; 46.0+18.7*

32.0 ±18.9*

22.6+ 9.7*

22.6+ 6.2*

31.0+ 8.9*

38.0 + 19.1 *

28.2+10.3*

26.0 ±"11.6*

Í8.4+ 7.0

14:4 ± 4.7

* Diferencia significativa con respecto al testigo, p < 0:05 Prueba de Dunnett

300 células analizadas en cada tiempo por experimento.
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En la figura 1 se aprecia el incremento en el porcentaje promedio de cornetas que

se observó en cada tiempo después de la irradiación y se puede apreciar la

cinética.de reparación de las lesiones inducidas;

BO-

ZO-

60-

50-

40-

o

O 30-

20-

10-

0-
20 40 .-.. 60

Tiempo (mín)

80 100

Figura 1. Incremento en el porcentaje de cometas producidos en
leucocitos de ratón á diferentes tiempos después de la exposición a 1.0
Gy. - ;
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No obstante que se detectó una alta variabilidad interindividual respecto a la

distribución del tamaño de los cometas, se observó que durante el segundo

incremento de células dañadas a los; 30 minutos, la proporción de cometas con

colas cortas disminuyó y volvió a aumentar hacia los.últimos tiempos (figura 2).

o,
O
u>

JS
cu
o
O

6 0 -

5 0 -

4 0 -

3 0 -

2 0 -

1 0 -

0 - 4
0 ,

II

20 40 • 6 0 ;

Tiempo (ni in)

80 100

Figura 2. Porcentaje,de cometas cortos (longitud de la cola
equivalente al diámetro de hasta un núcleo) en cada tiempo
postradiación. . r

La distribución de los cometas medianos mostró tendencia a subir en los primeros

tiempos, pero no se detectó ningún comportamiento en particular entre los 20 y 40

minutos (figura 3).

Los cometas largos se distribuyeron de manera contraria a los. cortos, es decir

bajo porcentaje en los primeros tiempos, aumentaron hacia el tiempo 30 minutos y

volvieron a disminuir al final (figura 4).
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Figura 3. Porcentaje de cometas medianos (longitud de la cola equivalente
al diámetro de entre uno y dos núcleos) en cada tiempo postradiación.
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Figura 4. Porcentaje de cometas largos (longitud de la cola equivalente al
diámetro de más de dos núcleos) en cada tiempo postradiación.

El porcentaje de cometas largos aumentó sólo un 5% durante los primeros 15

minutos con respecto al control, lo cual confirma que el número de células

altamente dañadas, incluso que pudieran estar en proceso de muerte, no se
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incrementó de manera significativa. De hecho, no se observaron células con

patrones típicos de migración.atribuidos a necrosis (Tice y co!., 2000). Por lo tanto

se puede descartar la posibilidad de que la primera reducción en el porcentaje de.

cometas observada de Ios3 a. los 15 minutos postradiación (figura 1), se deba á.

muerte celular. . ;

Para establecer si. el hecho de tomar las muestras continuamente, pudiera tener

algún efecto sobre la frecuencia de cometas en cada tiempo, se tomaron muestras

sanguíneas de ratones no tratados, a los mismos tiempos que en los irradiados?

en experimentos independientes. y , ' ••. • : . • • • • • .•- ..

Tabla 2. Porcentaje de cometas producidos a diferentes tiempos en
leucocitos de sangre periférica de ratones no tratados (Testigo)

Tiempo

(minutos)

0

• 3 . '

5 :

10

15

20

25

30

40

50

60

90 .

. ..Exp. 1.

: .(%)

5 !

6 •

9

. Í0-.

: "ib"
... g .

8 ;

7

7 • '

.-y

4 •

9 !'~

Exp. 2

y^
-3

10 .. .

" . 5 •".'

.'11

"" 3 . .

10

""12"".".

3 .

8

6

.10 ...

10 '".""

Exp. 3

(%)

\A

7

10

i1Ó"

io"

7 -

""" 8

Í8

' " 13

' Í4

12

12

Exp. 4

(%)

5'

:8

. 6

8 .

7

, 5

i' '
6

6

5

.' 8

. 8

x± d.e.

4.2+1.0' " ;

; 7.7±1.7

, 7.5 + 2.3

9.7 + 1.3 *

7.5 + 3.3

7.7 ±2.2

8.7 + 2,2 *

• 6.0 ±2.1

8.5 ±3.1

8.0 + 4:0

8.5 ±3.4

9.7 ±1.7 *

* Diferencias significativas con respecto al tiempo cero, p < 0.05 Prueba de

Dunnett. 300 células analizadas en cada tiempo por experimento.
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La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en los ratones testigo, los cuales

indican que a partir de la segunda muestra se detectó un incremento leve casi

constante, siendo significativa la diferencia con respecto al tiempo cero solo en 3

de los 11 tiempos considerados. Esto podría ser atribuido al estrés producido por

la manipulación de los animales;

Con el fin, de buscar una dosis menor a 1.0 Gy que produjera un daño

considerable, se decidió trabajar con 0:5 Gy. Se realizaron tres experimentos

independientes, analizando la'inducción de daño y la cinética de reparación a los

mismos tiempos que con la dosis de 1.0 Gy.

Tabla 3. Porcentaje de cometas y migración promedio del ADN
producidos a diferentes tiempos después de la exposición a 0.5 Gy

de radiación gamma

Tiempo

(rninutps
después de y)

Testigo

3

5

10

15

20

25 .

30

: 40

50

60 .

,90

Porcentaje

x ± d.e.

. 5.0 ±1.4

37.5 ±3.5

11.0±4.2

12.0 ±1.4

5.5 + 0.7

14,5 ±6.3

22.0 + 9.9

25.0 ±5,6

15.5 ±6.4

8.5 ±6.4

7.5 + 3.5

9.0 + 0

Migración d-im)
(todas (ascélulas) ...

x ± d.e.

4.0±1.4

14.5 ±3.5

7.0 ±1.4

5.5 ±0.7

4.0 + 1.4

7.0 ±0

9.5 ±0.7 '

1.1.5 ±2.1

8.0 ±5.6

3.0 + 2.8 :

6.5 ±3.5

5.0 + 2.8 .:

Migración (jam)
(sólo las células dañadas).

x + d.e.

30.4 + 1.2

30.1 ±7.5

•3.1.5 ±1 .7

32.2 ±8.1

30.7 ±10.5

31.1 ±6.6

37.3 ±16.1

39.5 ±3.2

29.6 + 3.0

27.0 ± 5.5

46.7 ±0.2

^¡29.9+14.4 :

300 células analizadas en/cada tiempo, por experimento

(resultados de 2 experimentos).
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En la tabla 3 se presentan e! porcentaje promedio de cometas, la migración

promedio del ADN obtenida con 0.5 Gy incluyendo a las células no dañadas cuya

migración equivale a cero y la migración promedio del ADN considerando

únicamente a las células dañadas.

En la columna del porcentaje se aprecia que el daño detectado 3 minutos después

de la exposición es aproximadamente la mitad del inducido con 1.0 Gy. Este

porcentaje disminuyó rápidamente llegando casi al valor basal a los 15 minutos,

alrededor de los 25 minutos se detectó un segundo incremento que volvió a

disminuir lentamente hasta los 90 minutos. En la columna de la migración obtenida

incluyendo a las células no dañadas, se observó que el patrón de la cinética es

'muy semejante al obtenido con el porcentaje de cometas. En la última columna se

aprecia ía migración del ADN obtenida promediando únicamente los valores de las

células:dañadas. Es evidente que dicho, promedio no muestra ninguna tendencia

en particular y por lo tanto este parámetro no resultó" adecuado para hacer el

análisis, de la cinética de daño y reparación en nuestras condiciones

experimentales.

En la tabla 4 se aprecian los porcentajes de cometas obtenidos en cada

experimentó con 0.5 Gy y él promedio de éstos con su desviación estándar. Antes

de la irradiación se obtuvo un 6.3 % de cometas, én el primer tiempo inmediato a

la exposición el porcentaje aumentó a 367 %, |o cual resultó estadísticamente

significativo con relación al testigo con la prueba de Dunnett (p < 0.05). En los

siguientes tiempos hasta los 15 minutos, el porcentaje fue disminuyendo llegando

a un mínimo de 9 % que equivale casi al valor basal. Entre los 20 y 30 minutos se

detectó nuevamente un incremento que resultó significativo con una p < 0.Q5 y

entre los 40 y 90 minutos el porcentaje de células dañadas volvió a disminuir.
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Tabla 4. Porcentaje de cometas producidos a diferentes tiempos después de
la exposición a 0.5 Gy de radiación gamma en leucocitos de sangre

periférica de ratón in vivo

Tiempo

(minutos después
dé y )

Testigo

" • • - • - 3 - • "

5

. 1 5 :•••

20

25

,, 30 .

40

50

60 ;

90

Exp. 1 .

(%)

• 4

40

••• - • ' • 1 4 •••••• •

• " • • • • 1 3 - ; •• • •"••

.- • 6 - i -

19

29

;•: ,•• 2 1

11

4

5

9

..., Exp. 2

• 6 1 " ;

35

• • • ••"' '•:• 8

••• • • • - • i r ' . :

• " • • 5 ; - • • " •

= • •• • • • • • i o - 1 ' ••• ••••

'15 '

29

20

13

10

9

Exp. 3

9

35

29

26 ' ::

16

16

38

24

21

23

22

19

x ± d.e

6.3 ±2 .5 '

36.7 ± 2.9 *

17.0 ±10.8

1 6 : 7 ± 8 . 1 ••••••"

" 9 . Ü ± 6 . Í :

15.0 ± 4!6
1 27.3 + 11.6 *

2 4 . 7 ± 4.0•••* '"

17 .3±5 .5 ; i

13.3 ± 9.5

12.3 ±8 .7

12.3 ± 5.8

* Diferencias significativas con respecto al testigo; p < 0.05 Prueba de

Dunnetti :

300 células analizadas en cádái tiempo por experimento.
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,En /la .figura 5, se observa el-incremento en el porcentaje de cornetas en cada

tiempo después,de la exposición a 0.5 Gy. Se puede analizar la cinética de

reparación de las lesiones inducidas por dicha dosis, cuyo comportamiento es

similar al observado con 1.0 Gy.
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Figura 5. Incremento en el porcentaje de cometas producidos en
leucocitos de ratón a diferentes tiempos después de la exposición
a 0.5 Gy.
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En la figura 6 (A) se observa la gráfica de la migración promedio del ADN'en cada

tiempo, obtenida considerando á todas las células y en la figura 6 (B) se obtuvo

este parámetro pero incluyendo únicamente alas célulaé dañadas.
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Figura 6. Migración del ADN producida en cada tiempo después de la exposición a 0.5
Gy, evaluada en células dañadas y no dañadas (A) o únicamente en las dañadas (B).
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Al.comparar Ea figura 6 (A) con la del porcentaje se aprecia la similitud entre

ambos parámetros y resulta evidente que el promedio de la migración del ADN

considerando las células dañadas y no dañadas, es dependiente del número..de

células dañadas, es decir de su porcentaje. La figura 6 (B) no muestra una

tendencia en particular y podría conducir a conclusiones erróneas en el análisis ya

que el pico más alto se observó a los 60 minutos mientras que en las figuras ,5 y

6(A) este tiempo se ubicó dentro de la. segunda fase de reparación y el porcentaje

de células dañadas ya era significativamente menor que el inicial. Por lo;..tanto,;-

consideramos que-la migración del ADN no es un parámetro adecuado, para

estudiar la cinética de daño y reparación bajo nuestras condiciones.

Finalmente con el objeto de incrementar el daño se probó la dosis de 2!0 Gy, estos

resultados se pueden observar en la tabla 5.

Tabla 5. Porcentaje de cometas y migración promedio del ADN
producidos a diferentes tiempos después de la exposición a 2.0 Gy

de radiación gamma

Tiempo (minutos
después de y)

Testigo

3

5

10

15

20

25

30

. 40

50

60

90

Porcentaje

... x ± d.e

8

80

46

. 40

26

48

70

70

64

88

76

60

Migración (jim)
(todas las células)

x ± d.e.

1.6 ±6.5

24.2 ±19.6

• 15.3 + 17.8

17.3 ±24.4

10.8 ±22.6

28.7 + 37.5

35.3 ±26.8

38.6 ± 30.4

36.7 ±31.3

63.7 ±37,9

58.3 ±48.9

35.0 ±42.3

Migración, (nm)
(sólo las células dañadas)

x ±d.e.

19.7+ 14.8.

30.2 ±17.2.

28.3 ±14.9 ,

41.1 ±20.6

41.5 ±26.7

59.9 ± 32.5

48.9 ±17.8

53.7 ±21.5

59.4 ±25.3

70.8 ±33.0

74.7 ±42.8

56.4 + 40.9

300 células analizadas en cada tiempo (1 experimento).
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En la columna del porcentaje de cometas se aprecia que el daño inicial resultó

similar al inducido con la dosis de 1.0 Gy, así cómo la primera fase de reparación

rápida. También se detectó un segundo incremento, sin embargo con esta dosis

no se observó la segunda fase de reparación lenta. En la columna del promedio de

la migración del ADN obtenido incluyendo el valor de las células no dañadas, se

detectó un perfil similar al del porcentaje, por lo que queda claro que la migración

es un reflejo del porcentaje. Considerando únicamente el valor de la migración de

las células dañadas, este parámetro no brindó mayor información, ya que no se

observó ninguna tendencia en particular.

Se realizaron tres experimentos con la dosis de 2.0 Gy y se determinó el

porcentaje de cometas en cada tiempo (tabla 6). ,

Tabla 6. Porcentaje de cometas producidos a diferentes tiempos
después de la exposición a 2.0 Gy de radiación gamma en leucocitos de

sangre periférica dé ratón ih vivo

Tiempo
(minutos

después de y)

Testigo

3

5

10

15

20 ,

25

30

40

50

; 60

; 9 0 • - • •

Exp. 1

(%) .

8

80

46

40

26

48

70

• 7 0

•• •: 6 4

• , . 8 8

. 7 6

60

Exp.2

(%)

5

74

46

41

26

21

41

42

37
: 45 ..

38

; 48

Exp. 3

, (%)

10

79..

34

34

29

16

44

:.. 47

65..

47..

.41.

5.5.

,x±d.e.

.7.7 ± 2.5 :

77.7 ±3.2 *

42.0 ±6.9 *

38.3 ± 3.8 *

27.0 ±1.7 ;

28.3 + 17.2 :

51.7± 15.9*.

.53 .0+14 .9*

55.3 ±15.9*

60.0 ±24.3*

51.7 + 21.1^

54.3 + 6.0 *

* Diferencia estadísticamente significativa con respecto al testigo, p < 0.05
Prueba de Dunnett. 300 células analizadas en cada experimento.
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Se detectó: que aún siendo el doble deja dosis de 1.0 Gy, no se incrementó el

; porcentaje de cornetas en la misma proporción en el primer tiempo inmediato a la

exposición, además la cinética de reparación tuvo un: comportamiento distinto. Se

observó que el 77.7% de cometas inducido 3 minutos después de la irradiación

resultó estadísticamente significativo con respecto al testigo (p < 0.05) y disminuyó

en los siguientes tiempos llegando hasta 27% a los 15 minutos. En los siguientes

tiempos se detectó un aumento considerable llegando hasta 60% y aunque tendió

a disminuir, no. se apreció claramente una buena reparación ni a los 90 minutos,

siendo significativa la diferenciaren comparación con el testigo en todos los

tiempos (p < 0.05) en contraste con la cinética observada con 1.0 Gy: Este

comportamiento se puede analizar en la gráfica del porcentaje de cometas contra

el tiempo (figura 7). ; • -y.

80-

70-

6 0 -

E 4 0

o
O 30-

20 -

10-

0 -

20""; 40 . ' 6 0

T i e m p o ( m i n)
80 100

Figura 7. incremento en el porcentaje de cometas producidos en leucocitos
de ratón a diferentes tiempos después de.la exposición a 2.0 Gy. .:
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Asimismo, se hizo la gráfica de la migración promedio del ADN en cada tiempo

considerando las células dañadas y no dañadas (figura 8-A) o únicamente con el

valor de migración de las células dañadas (figura 8-6).

'2'o

O)

. 100-

80-

60-

40-

20-

0-

100n

Q

•o
c'O
'o
£5

80

60

40

20

0

0 20 40 60

Tiempo (min)

B

80 100

20 40 60

Tiempo (min)

80 100

Figura 8. Migración promedio del ADN producida por la exposición a 2.0 Gy,
evaluada en células dañadas y no dañadas (A) o únicamente en tas dañadas (B).
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En la figura 8 (A) se observa que,el valor basa! de la migración fue de 1.6 um,,éste

aumentó hasta 24.2um. en el primer tiempo ..inmediato a.la exposición y a los 15

/minutos, disminuyó a 10.8 um. Posteriormente se presentó un incremento

.constante hasta los • 50 minutos y volvió, a disminuir. Sin, embargo, aún á: los 90

minutos se detectó una migración mayor a la que se presentó en el primertiempo

después de la irradiación. La figura 8 (B) muestra que la migración .promedio de

las células dañadas fue aumentando conforme transcurrió el.tiempo, con.Jo cual no

podría considerarse que esté actuando algún proceso de reparación, aunque se

detectó una caída drástica ya hacia los 90 minutos. En ambos casos (A y B) los

errores estándar en cada punto son elevados y esto dificulta la interpretación de

los resultados.

Para determinar la relación dosis-respuesta, se obtuvo el área bajo la curva de las

cinéticas promedio estudiadas con cada una de las dosis de radiación (0.5, 1.0 y

2.0 Gy) evaluadas en función del porcentaje de cometas desde 3 hasta 90 minutos

postradiación. También se. graficaron los porcentajes de cometas en los picos de

máxima inducción, tanto en el primer tiempo postexposición (pico !1) como en el

segundo incremento durante la cinética (pico 2) (tabla 7). :

Tabla 7. Área bajo la curva (ABC) y porcentajes de cometas en los picos de

máxima inducción al primertiempo postradiación (pico 1) y en el segundo

incremento (pico 2), de la cinética obtenida con cada dosis de radiación

gamma

Dosis (Gy)

0.5

1.0

; 2 .0 • ,

ABC ± e.e

809.0 + 181. .

1745.8 + 277

: \ 368Q + 624 ; . :

Pico 1±e.e

30.4 ±2.9

72.0 ± 5.2

; 70.0±'i 7 ..

Pico 2 ± e.e

18.4 ±1.7

32.8 + 6.0

; 52.3±11.7

De 3 a 5 experimentos realizados por cada dosis, analizando 300 células en cada tiempo.

El ABC y los picos se obtuvieron de las cinéticas de reparación.
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En la tabla 7 se aprecia que el ABC aumentó en forma dosis-dependiente. Los

picos 1 y 2 también sé incrementaron conforme a la dosis, aunque el pico 2

aumentó en menor proporción que el i . Con las dosis de 0.5 y 1.0 Gy el pico 1

aumentó considerablemente, pero con la dosis de 2.0 Gy se mantuvo

prácticamente igual.

En la figura 9 se aprecia' la curva dosis-respuesta medida en términos del ABC,

cuyo comportamiento resultó lineal.

O

0)

<

5000-

4000-

01

t 3000-
ü

OJ
- 200DH

1000-

0-

0.0 0.5 i.o

Dosis (Gy)

1.5 2.0 25

Figura 9. Relación dosis-respuesta evaluada en función del área
bajo la curva (ABC) de las cinéticas dé ihducción de dañó y
reparación del ADN con cada dosis de radiación gamma.

52



En la :figura 10: se muestra la relación dosis-respuesta graficandó la altura de la

frecuencia máxima de cometas y la del segundo incremento en la frecuencia con

c a d a d o s i s . v :: .- .•-.' : • ':'-- :

" i ' - ' •

C
o

m
e

ta

: 80-

70-

60-

; SO"

40 -

30-

.20-
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0 -

-10-

-20-

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Dosis (Gy)

Figura 10. Relación dosis-respuesta evaluada en función de la
frecuencia máxima de células dañadas (Pico 1) y..de la frecuencia en el
segundo incremento (Pico 2) con cada dosis de radiación gamma.
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En ambas gráficas se observa que la respuesta fue dependiente de la dosis. Se

puede apreciar que la curva obtenida con la-frecuencia de inducción inmediata a la

exposición (pico 1) aumentó de 30.4 a 72% entre las dosis de 0.5 y 1.0 Gy, sin

embargo con la dosis de 2.0 Gy ya no se notó un incremento significativo llegando

a un máximo porcentaje de 70 y la gráfica mostró una tendencia a aplanarse. Es

decir que entre 1.0 y 2.0 Gy ya se indujo casi el máximo porcentaje de cometas

posible y el incremento con dosis mayores fue reducido. Probablemente este

incremento no podrá detectarse en 100% debido al proceso de reparación que

actúa tan rápido en esta primera etapa. La curva obtenida con el segundo

incremento en porcentaje de los cometas tuvo una relación casi lineal con

respecto a la dosis, en este caso el aumento fue mayor de 1.0 a 2.0 Gy, que de

0.5 a 1.0 Gy. Estos resultados sugieren que la dosis óptima para estudiar la

respuesta adaptativa es la de 1.0 Gy, ya que es la dosis más baja que induce la

mayor frecuencia de cometas y por que la mayor parte del daño causado por esta

dosis parece ser reparado. Además, como ya se había mencionado anteriormente,

se sabe que con estas dosis la supervivencia celular se mantiene entré 95 y 98%;

lo cual permite descartar la posibilidad de que la muerte celular haya afectado

nuestros resultados. (Singh y col., 1990, 1991).
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5.3. Respuesta Adaptativa Inducida por Radiación Gamma Evaluada en

Función de la Cinética de Reparación.

En la tabla 8 se aprecia el porcentaje de cometas obtenido en las muestras testigo

(antes de irradiar) y durante un período de 60 minutos a diferentes tiempos

después de irradiar con la dosis de adaptación (0.01 Gy), así como durante 90

minutos después de la exposición subsecuente a la,, dosis de reto (1.0 Gy), El

promedio de cometas que se obtuvo-en las muestras testigo fue bajo (5.9 %), lo

cual permitió detectar diferencias con mayor facilidad al comparar con los valores,

de los. siguientes tiempos. La exposición a la dosis de adaptación, quefue cien

veces menor que la de reto, indujo un 18.2 % de cometas a los 3 minutos de la

exposición, lo cual resultó estadísticamente significativo con una p < 0.05 respecto

ai testigo. Este daño disminuyó rápidamente en los tiempos siguientes llegando

hasta un mínimo de 5.3 % en la muestra que se tomó a los 15 minutos.

Posteriormente, a los 30 se detectó un incremento hasta el 13 %, el cual volvió a

disminuir a los 60 minutos, llegando casi al valor basal con un 8.5 %. En esta

misma tabla se aprecia que la exposición a 1.0 Gy 1 hora después de la dosis de

adaptación indujo un porcentaje de cometas equivalente a 30.7 % en el primer

tiempo inmediato a la radiación, lo cual resultó estadísticamente significativo con

una p < 0.05 respecto al testigo. En los tiempos siguientes se observó una

reducción rápida llegando hasta un 9.9% a los 15 minutos. Un segundo

incremento se detectó nuevamente hacia los 25 minutos con un 21.4%, resultando

estadísticamente significativo (p < 0.05). Después de este tiempo se observó una

segunda reducción más lenta, llegando hasta un 9.7% de cometas a los 90

minutos después de la exposición.
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Tabla 8. Porcentaje de cometas producidos a diferentes tiempos después de la
exposición á 0.01 Gy de radiación gamma (dosis de adaptación) más 1.0 Gy (dosis

de reto) en leucocitos de sangre periférica de ratón in vivo

0.01 Gy

Adaptación

5' antes y

3' después y

5*

10'

15'

20'

25'

30'

40'

50'

60'

1.0 Gy

Reto

3'

5'

10'

15'

20'

25'

30' ,

40'

50'

60'

90'

Exp. 1

(%)

2.3

7:0

5.3

4.7

4.0

4.7

5.0

9.7

4.3

4.7

6.3

34.0 '

10,3

8.7

6.0

4.3

17.7

.10.7

8.0

5.7

4.7

6.0

Exp. 2

(%)

4.6

:• 1 4 . 0

13.3

6.6

4,0

5.6.

16.6 ,

11.6

9.6

5.0

5.3

28.6

14.6

8.6

. 9.0

11.0

21.0

9.6

8.3.

11.3

11.0

7.3

Exp. 3

(%)

11.3

22.0

12.6

7.6

7.0 :

6.6 ..

20.6 .

13.3

12.3

13.6

14.6

25.6

12.6

10.0

7.0

18.6

20.6.

.16.3

13.0 .

14.0

14.0

15.0

Exp 4

(%)

5.3

25.2

16.2

8.5

6.2

, 8.5

7.0

17.7

4.3

10.7

10.7

36.0 •

34.5

22.0

19.7

20.5;

28.2

26.0

28.5

18.2

20.0

14.0

Exp. 5

(%)

6.0

22.7

11.3

6.0

. , 6.5

5.0

11.3 ,-

13.0

4.0

4.3

5.7

29.3

21.3

7.7

7,7

18.0

19.7

23.3

17.3

18.7

6.3

6.0

x±d.e

5.9 ± 3.3

18.2 + 7.5 *

11.7 ±4

6.7 ±1.5

5.3 ±1.7

6,1 ±1.5

1.2.1 ±6.5

13.0.±2.9

6.9 ± 3.8

7.7 ±4.2

8.5 ±4

30.7 ±4.2*

18.7 ±9.8*

11.4±5.9

9.9 ±5:6

14.5 ±6:7

21.4 ±3,9*

, 1 7 . 2 ±7 .3

15 ±8.4.

13.6*5.4.

11.2±6.2

9.7± 4.5

* Diferencia estadísticamente significativa con respecto al control no irradiado, p < 0.05
Prueba de Dunnett.

300 células analizadas en cada tiempo por experimento (se consideraron sólo los
experimentos en los.que se pudieron hacer las determinaciones en todos los tiempos).
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En la tabla 9 se pueden observar los promedios obtenidos de los porcentajes de

cometas de los cinco experimentos realizados con las dosis de adaptación

seguido por la dosis de reto, en comparación, con los promedios de los porcentajes

alcanzados en los mismos tiempos, solo con la dosis de reto.

Tabla 9. Porcentaje promedio de cometas producidos a diferentes tiempos
después de la exposición a la dosis de adaptación, la dé adaptación más la de

reto y únicamente la de reto, en leucocitos de sangre periférica de ratón in
vivo

Tiempo .

(min)

5 antes y

3 después y

5 •

10

15

20

25

30

40

50

60

90

Adaptación
(0.01 Gy)

' x ± d.e

5.9 ± 3.3

18.2 ± 7.5

11.7 ±4 .0

6.7 ± 1 . 5 '

5.3 ± 1.7

6.1 ± 1.5 :•

12.1" ±-6.5

13.0 ± 2.9

6.9 ± 3.8

7.7 ± 4.2

8.5 ± 4.0

Adaptación y Reto
(0.01 +1.0Gy) .

x ± d.e

5.9 ± 3.3

30.7 ± 4.2

18.7 ± 9.8

11.4 ± 5.9

9.9 + 5.6

14.5 ± 6.7

21.4 ± 3.9

17.2 ± 7.3

15.0 ± 8.4

13.6 ± 5.4

11.2 ± 6.2

9.7 ± 4.5

Reto . .

.. .((
1-O9y>.
x ± d.e

5.2; ± 2.9

77.2 ± 13.3 *

46.0 ± 18.7 *

32.0 ± 18.9 *

22:6 ± 9.7 *

22.6 ± 6.2 *

31.0 ± 8.9 *

38.0 ± 19.1 *

28.2 ± 10.3 *

26.0 ± 11.6 *

18.4 ± 7.0

14,4 ± 4.7

* Diferencia significativa con respecto al porcentaje de cometas obtenido en cada tiempo
con la dosis de adaptación más la de reto, p < 0.05 Prueba de Qunnett.

300 células analizadas en cada tiempo por experimento (se incluyeron los datos de 5
experimentos). .

En el primer tiempo después de la exposición, se aprecia una clara diferencia en el

porcentaje de cometas entre ambos protocolos. La exposición únicamente a la

dosis de reto produjo un 77.2 % de cometas, mientras que en las células pre-

expuestas a Ja dosis de adaptación sé obtuvo un 30.7 %. La diferencia entre
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ambos protocolos resultó estadísticamente significativa con una p < 0.05. En los

siguientes tiempos también se obtuvieron porcentajes diferentes entre ambos

casos, siendo siempre más bajos en los experimentos con la pre-exposición a la

dosis de adaptación. Las diferencias fueron estadísticamente significativas

excepto en los últimos tiempos (60 y 90 minutos).

En la figura 11 se observa claramente la tendencia de la cinética de reparación,

graficando el incremento en el porcentaje promedio de cometas de los cinco

experimentos en cada.tiempo posterior a la exposición (adaptación hasta el minuto

60, reto del minuto 60 en adelante hasta 150 minutos). Cada punto incluye él error

estándar, lo cual facilitó la apreciación de la dispersión entre los datos.
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Figura 11. Incremento en el porcentaje de cometas producidos por
las dosis de adaptación y reto en comparación con él increrhento
producido solo por la dosis de reto.
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En esta figura se apreció cierta inducción de daño con la dosis de adaptación, que

se reparó en los primeros minutos, con un segundo incremento que disminuyó

hacia los 60 minutos.. En la primera muestra que se tomó después de aplicarla

dosis dé reto, el porcentaje de cometas aumentó en todos los experimentos¡ sin

embargo dicho porcentaje fue significativamente menor al obtenjdo.en los ratones

que no se expusieron a la dosis de adaptación. Esta cantidad de daño se reparó

rápidamente durante los siguientes 15.minutos. Posteriormente se detectó un

segundo incremento en el porcentaje de cometas a los 25 minutos,.mismo qué

volvió a disminuir con una velocidad menor que el primero. :

Es evidente que existe una. variabilidad entre los experimentos en cuanto a la

cantidad de células dañadas en cada tiempo, sin embargo la tendencia de la

cinética es similar y reproducible en todos los casos. £n esta misma figura. 11 se

puede hacer la comparación entre la cinética obtenida con las;dosis de adaptación

más reto y la obtenida con Ja exposición a la dosis de reto únicamente. Résujta

evidente que en los leucocitos de los ratones pre-expuestos a la dosis de

adaptaqión, hubo una menor inducción de daño desde el primer tiempo; posterior a;

la exposición de la dosis de retó, esta reducción equivale a un 60 -%

aproximadamente. El perfil de la cinética de reparación en los tiempos siguientes

fue similar entre las células adaptadas y no adaptadas, incluyendo el segundo

incremento en el porcentaje de células dañadas a ios 25 minutos seguido por un

período dé reparación más lenta, aunque la cantidad de células dañadas en el

transcurso del tiempo fue substancialmente menor en las células adaptadas. ; •

Para comparar la respuesta en los ratones adaptados y no adaptados expuestos a.

1.0 Gy, se determinaron las áreas bajo las.curvas (ABC) de las cinéticas de

reparación, así como los porcentajes de cometas en los picos de máxima

inducción (pico 1 y 2) (tabla 10).
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Tabla 10. Área bajo la curva (ABC), porcentajes de cometas en los picos de
máxima inducción (pico 1) y en el segundo incremento (pico 2) de la cinética

obtenida en cada experimento después dé la exposición a la dosis de
adaptación y reto en comparación con la determinada únicamente con la dosis

de reto

Exp.

. 1

2

3

4

5

X±e.e.

Adaptación y Reto
(0.01 + I.OGy)

ABC

. ••-• - 4 5 . 4 . 7

525.0 ,

264.9

1419.7

598.1

'" 652.5 ± Í99.6

Pico 1

. 31.7 .; =

. 24.0

14.3,

30.7

' 23.3

24.8 ±3.1

Pico 2

15.4 \ ;

16.4

9.3

23.2

17.3

16.3 ±2.2

Reto
(I.OGy)

ABC

2745.0 ...

1881.5

1165.5

13915

1505.0

1737 ±277.2*

Pico 1

88

. 7 3 ,.•

66

57

76

.72 ±5.2*

Pico 2

.'61

34

26

33

34

37.6 ±6.0*

Diferencia significativa con respecto a ios valores obtenidos en cada parámetro con la
dosis de adaptación más la de retoip < 0;p5 Prueba de Dunnett. . :

300 células analizadas en cada tiempo por experimento.

El daño fue siempre menor en los ratones adaptados y las diferencias entre ambos

protocolos con relación a estos parámetros, resultaron estadísticamente

significativas. Es importante resaltar que aún el segundo incremento de la curva

(pico 2), supuestamente causado por un tipo de daño que se reparó mediante un

proceso tardío, fue significativamente menor en los ratones tratados prirViéro óónia

dosis dé adoptación, en comparación con los tratados únicamente con lá dosis de

reto. : ' : ' ' ' " ' ' "

Para cuantificar el efecto de la respuesta adaptativa en términos de dosis, tanto el

porcentaje de cometas en el segundo pico de máxima inducción como el valor del

ABC de los ratones adaptados, se intercalaron en las curvas de dosis respuesta

determinadas para dichos parámetros (figuras 9 y 10). Los resultados indicaron
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que después de la adaptación, las dosis de exposición son equivalentes a 0.38 y

0.42 Gy respectivamente. Estos datos confirman que el daño en las células

adaptadas se redujo aproximadamente un 60% del inducido por 1.0 Gy en las

células no adaptadas.

Por otro, lado, en la tabla 11 se observan los valores de la migración del ADN en

cada'tiempo después de la exposición a las dosis de adaptación y reto en cada

uno de los experimentos realizados, incluyendo a las células no dañadas. Para

analizar este parámetro se consideraron los siete experimentos realizados con

estas dosis, aunque en dos de ellos faltó el dato de algún tiempo debido a

problemas metodológicos, sin embargo el promedio se obtuvo con ios datos

disponibles. ! , .

En la columna de promedios se aprecia que el valor de la muestra testigo fue bajo

(2.9 jim),. se detectó un ligero aumento en el primer tiempo después de la

exposición a la dosis de adaptación (9.1 um) que resultó estadísticamente

significativo (p < 0.05), mismo que se fue reduciendo llegando hasta un valor de

3.2 p , el cual fue incluso menor que el del testigo. A los 20 minutos se detectó

otro leve incremento el cual volvió a disminuir hacia los 60 minutos. Las muestras

obtenidas 3 minutos después de la dosis de reto presentaron un promedio de

migración igual a 10.1 ^m (p < 0.05 con respectó al testigo) que se fue reduciendo

en los siguientes tiempos hasta 3.3 nm a los 15 minutos. Posteriormente/se

detectó uri segundo incremento a 7.1 nm'(p < 0.05) a los 25 minutos, mismo que

se redujo :hasta los 90 minutos.

61



Tabla 11. Migración del AON (um) producida a diferentes tiempos después de la exposición a
0.01 Gy de radiación gamma (dosis de adaptación) más 1.0 Gy (dosis de reto) en leucocitos de

sangre periférica de ratón in vivo

0.01 Gy

Testigo

3 min

5 min

10 min

15 min

20 min

25 min

30 min

40 min

50 min

60 min

1.0 Gy

3 min

5min

10 min

15 min

20 min

25 min

30 min

40 min

50 min

60 min

90 min

Exp. 1

4.3 ±12.8

8.4 ±17.5

7.1 ±17.4

4.8 ±10.7

10.2 ±19.6

16.7 ±17.1

5.9 ±14.6

6.5± 15

6.8 ±16.2

4.3 + 12.2

ND

15.1 ±25.5

7.3 ±14.6

9.7 ± 20.5

8.7 ±19.3

6.7 ±15.7

ND

8.4 ± 20.8

7.1 ±13.6

6.4 ±18.3

6.7 + 18.8

4.4 ±14.5

Exp. 2

0.8 + 5.5

' 2.5 ±9.7

3.2 ±14.5

2.5±11.2

1.4 ±7.7

2.8 ±13.1

3.1 ±15^3

5.0 ±16

1.8±9

2.9 ±13.7

2.7 ±11.8

13.9 ±22.4

4.6 ±14.1

4.2 ±14.4

2.7±11.4

1.9 ±9.2

6.7 ±17.2

3.2 ±10.7

2.6 ±9.2

3.0 ±12.7

18 ±8.8

2.8 ±11.2

Exp. 3

1.8 ±8.4

6.6±ia.4

5.9 ± 1:9

1.8 ±7.4

1.0±5

2.1 ±9.5

8.5 ±21.5

5.4 ±15.7

3.2 ± 9.5

1.5±7

1.3 ±5.4

9.6 ±17,8

4.6 ±12.6

2.0 ± 7.2

2.6 ± 8.6

3.1 ±9.5

7.8 ±17.1

2.3 ±7.8

2.1 ±7.3

3.5 ±10.2

2.9 ± 8.7

1.5 ±5.7

Exp. 4

7.5 ±23.7

14.6 ± 32

6.9 ±21.3

3.8 ±16.4

2.0 ±7.9

29.7 ± 14.9

13.7 ±28.7

7.2 ±21.8

5.3 ±15.2

7.2 ±20.1

5.9 ±16

7.7 ±15.6

3.7 ±10.9

2.0 ±6.82

1.7 ±7.2

5.0±11.5

5.5 ±12

5.6 ±15.3

3.4 ±9.5

3.6 ±10

4.0±11.6

4.7 ± 26

Exp. 5

2,1 ±11.3

10.0 ±19.8

5.9 ±15.8

3.9 ±15.4

3.0 ±7.1

2.5 ±10.1

2.3 ±9.5

9.5 ± 23.3

5.8 ±14.1

2.9 ± 9.2

21.4 ±14.6

8.6 ±13.8

7.7 ±12.5

6.7 ±14.6

3.5 ±11.2

4.0 ±10.6

8.7 ±20.4

4.9 ±12.3

8.7 ±17.1

4.5 ±13

4.1 ±8.9

4.0 ±12.5

Exp. 6

1.8+7.4

12.2 ±25.8

5.9 ±18.5

2.5 ±10.9

2.3 + 9.6

1.5 ±6.7

16.9 ±2.5

6.1 ±17.9

1.0 ±5.0

1.0 ±5.2

2.2±9.2

10.1 ±19.3

6.7 ±15.7

2.0 ±7.8

2.3 ± 9.0

6.6 ±16.0

6.5 ±15.7

6.7 ±14.9

3.6 ±8.9

4.9±11.4

1.8 ±7.3

1.8±7.4

Exp. 7

2.4 ±8.3

ND

8.1 ±13.5

3.8 ±9.4

2.7 ± 8.0

13.2 ±19.3

11.0 ± i6.5

7.5 ±16.4

ND

ND

5.8 ± 12.6

5.9± 11.7

4.6 ±10.5

1.8±5.6

1.6 ±5.2

3.6 ±9

7.4 ±11,9

3.9 + 9.7

4.7±11.1

4.0 ± 9.7

6.1 ±16.5

2.2 ±6.9

• x + d.e

2.9 ±2.3

9.1 •±4.3.*

6.1 ±;1.5

3.3 + 1.1

3.2 + 3.2

9.9 ±0.7

8.8±5.4 "'

6.7 ±1.5 ¡"

4.0 ± 2.3

3.3 ± 2.2 " '

6.5 + 7.5

10.1 ±3.3 *

5.6 ±1.6

4.1 ±3.1"

3.3±¿5-

4.4 ±1.8

7.1 + 1.1 "

5.0 ±2.1

4.6 + 2.4

4.3 ±1/1

3.9 ±1.9

3.1 + 1.3

" Diferencia significativa con respecto al testigo, p < 0.05 Prueba de Dunnett. 300 células analizadas en cada
tiempo por experimento. Se incluyeron 7 experimentos, aunque en dos de ellos no se determinó la migración
en algunos tiempos debido a problemas metodológicos (ND = No Determinado). Sin embargo el promedio se
obtuvo con los datos disponibles.
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En la figura 12 se muestra la gráfica de la longitud promedio.de migración del ADN

en cada tiempo después :de. la irradiación, incluyendo el valor de las células

dañabas y no dañadas (A),, y en el panel ,(B) considerando; únicamente la.

migración de las células dañadas para obtener el promedio. :
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Figura 12. Migración promedio del ADN producida en cada tiempo después
de la exposición á 0.01 + 1.0 Gy de radiación gamma, evaluada en las
células dañadas y no dañadas (A) o únicamente en las dañadas (B).
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Cada punto de la gráfica anterior incluye el error estándar, con lo cual se ve

claramente la alta variabilidad entre los valores de migración de las células en

cada tiempo; siendo más evidente en el panel A, esto es debido a que la

desviación aumenta por la proporción de células sin daño, cuya migración es igual

a cero. Esto reduce la posibilidad de detectar diferencias significativas entre los

puntos y dificulta el análisis de los resultados. Además resulta evidente que

cuando se considera el total de la población para obtener el valor promedio de la

migración del ADN por célula, este resultado es influido sustancialmente por el

número de cometas producidos. La tendencia de esta curva es semejante a ia que

se aprecia en la figura 11. La curva del panel B indica que se obtuvieron cornetas

con colas más largas en la región que representa ei período después de la dosis

de adaptación, que las de los cometas inducidos después de la dosis de

adaptación más la de reto.
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6. DISCUSIÓN

6.1 Modelo Experimental.

El modelo experimental desarrollado en este trabajo ofrece la posibilidad de

evaluar el daño en el ADN inducido por la radiación, tanto inmediatamente

después de la exposición como a diferentes tiempos y tan frecuentemente como

se requiera, lo cual permite establecer la cinética de daño y reparación del ADN en

sistemas in vivo,.La mayoría de los estudios relacionados con el daño y la

reparación del ADN usando e l ensayo cométase han hecho in vitro, pero resulta

conveniente contar con modelos como el. del presente trabajo, que permiten

eliminar los efectos de las condiciones in vitro y la manipulación, de las células

durante la realización del experimento. No obstante, los resultados obtenidos in

vivo son más difíciles de interpretar debido a los niveles de complejidad

involucrados, principalmente, fisiológico, celular y. molecular.

Existen otros trabajos en los que también se ha analizado el efecto de agentes,

mutágenos in vivo, pero los. organismos, deben ser sacrificados a diferentes

tiempos para obtener el órgano y analizar el daño (Sasaki y col.,. 1997), lo que

impide estudiar la cinética en el mismo individuo, ya que no se puede determinar

la respuesta, temprana ni; la cantidad de daño durante un período amplio en un

solo sujeto. ; . . . . .

Algunos investigadores han propuesto que el tiempo para analizar el efecto en las

células después de un tratamiento, depende del modo de acción del mutágeno en

estudio, sin embargo, considerando que el proceso de reparación siempre está

presente, cabe cuestionar qué tan adecuado es medir el daño en cualquier sistema

en un solo tiempo. Este resultado puede ser variable en el transcurso de un período

y si se analiza el daño solamente en un momento específico, se pueden obtener

conclusiones equivocadas. Tomando como ejemplo la cinética determinada en este

estudio, si se analizara únicamente la frecuencia de cometas inmediatamente

después de la exposición, se determinaría una inducción de daño estadísticamente

65



significativa en comparación con el testigo. En contraste, si dicho parámetro se

determinara 15 minutos después de la exposición, se podría llegar a la conclusión

errónea de que no hubo daño, o que en algunos casos la inducción fue mínima. Así

sucesivamente, podríamos llegar a diferentes conclusiones en cada tiempo. El

sistema desarrollado en este trabajo ofrece la posibilidad de hacer el análisis tan

periódicamente como se necesite.

Además, con este modelo los organismos se pueden mantener vivos por un largo

período para su observación, o por si se deseara analizar en qué estado se

encuentran las células sanguíneas más adelante, tal vez después de algún otro

tratamiento, como las combinaciones que se utilizan en las terapias para el

tratamiento del cáncer.

6.2 Cinética de Reparación del Daño inducido por Radiación Gamma.

A partir dé los resultados obtenidos en el presente estudio se puede establecer

que él daño inducido en leucocitos de ratón, 3 minutos después dé la exposición a

la fuente de i37Cs con cualquiera de las dosis de utilizadas (0.5, 1.0 y 2.0 Gy) fue

considerable, pero en ningún caso alcanzó a ser del 100%, cómo podría esperarse

por ser la primera muestra tomada después de la irradiación. Sin embargo es

probable que durante los 3 minutos que transcurren desde que termina la

irradiación hasta que se puede tomar la muestra, se hayan reparado parte de las

lesiones inducidas por la radiación. Esto se ve apoyado por la disminución tan

drástica en el porcentaje de células dañadas que se observó en los siguientes

tiempos. Por,ejemplo, el 77-2% detectado en el primer tiempo después de la

exposición a 1.0 Gy disminuyó a 46% 2 minutos más tarde y continuó su reducción

hasta 22.6% a los 15 minutos. En el caso de la exposición a 0.5 Gy el 36.7%

inducido al inicio disminuyó a 17% 2 minutos después y a los 15.mjnutos llegó a.

9%. Asimismo, con 2.0 Gy el daño inicial de 77.7% se redujo a 42% llegando a

27% a los 15 rninutos. En las gráficas del incremento en el porcentaje de cometas

vs tiempo, obtenidas con cada una de las dosis, la extrapolación entre 3 y 5
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minutos atraviesa el eje de las ordenadas cerca del 100% en los tres casos. La

posibilidad de; que en un período temprano de 3 minutos se repare rápidamente

una. parte del daño, es apoyada por el hecho de que Ea dosis de 2.0 Gy no indujo

un daño sustancialmente mayor al de 1.0 Gy y sí ocurre una rápida reducción de

la ¡frecuencia .de cometas. en los subsiguientes 2 minutos.. Estos resultados

evidencian; la acción de un mecanismo de reparación rápida de rupturas en el

ADN, que.actúa en los. primeros minutos. Este puede deberse a una actividad

altamente eficiente de las ADN-ligasas, que reparan la mayor parte de.las-rupturas

de cadena sencilla inducidas por la radiación. Además de la eficiencia de estas

enzimas, es posible que las células sinteticen una gran cantidad de ellas para que

actúen rápidamente cuando el ADN sufra rupturas de cadena,sencilla,,aunque

esto puedeJmplicar un gasto energético elevado. Este proceso de reparación,

"ultra rápida" se ha observado con anterioridad en diferentes organismos, como

bacterias y algunos mamíferos incluyendo células humanas expuestas a radiación

gamma (Leontjeva y col., 1976; Van der Schans y col., 1983).

Los resultados del presente trabajo concuerdan con datos previamente reportados

por otros investigadores, obtenidos al analizar la pínética de reparación en

linfocitos humanos, expuestos a radiación ionizante, utilizando el ensayo cometa.

En dichos estudios, es claro .que aproximadamente el 50% de las rupturas, de

cadena sencilla, inducidas en el ADN de linfocitos humanos expuestos a radiación

ionizante, se reparan dentro, de Jos siguientes 10 ó 15 minutos después de la

exposición. Esta reparación llega,a completarse después de 2 h de incubación in

yitro,.er\ pélulas obtenidas de pacientes con diferentes tipos de cáncer y aún en

células, cri.opreservadas (Singh.y col., 1.988; Singh y col., 1990; Malcolmson y col.,

19^5; Plappert y col., 1995; Tice y Strauss 1995; Lankinen y cok, 1996; Visyardis y

col,,1997). Asimismo, comparando la.cinética de reparación entre linfocitos y

granulocitos de sangre periférica humana, es evidente que la reparación de las

rupturas de cadena sencilla ocurre después, de [os 15 minutos en ambas

poblaciones. Sin embargo, hubo una tendencia de ios linfocitos para reparar su

ADN más rápido y en mayor proporción que los granulocitos (Lankinen y col.,

.1996). ...
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En todos los experimentos del presente estudio, alrededor del intervalo entre los

20 y 50 minutos se detectó un incremento én el porcentaje dé cometas seguido

por una reducción. Este comportamiento refleja la acción de un segundo

mecanismo de reparación. El incremento en él porcentaje de cometas puede

deberse a que las lesiones, probablemente daño causado én cualquiera de las

bases del ADN, sean transformadas en rupturas mediante la acción de las

endbnucleasas, durante el mismo proceso de reparación. La reducción en el

porcentaje de reparación refleja la reunión posterior de lá¿ rupturas. Resultados

similares se obtuvieron en células de linfoma dé ratón expuestas a 2.0 Gy de

radiación gamma é incubadas a 37°C. Después de 20 minutos se detectó la

formación de nuevas rupturas de cadena sencilla, ío cual se explicó en función de

las incisiones qué producen las enzimas éndoñucleolíticas, én los sitios de las

bases dañadas. Éstas rupturas sé unen más tarde por acción de las ligásas

(Ostling y Johanson, 1984). Sé sabe que la acción de las enzimas de reparación

por escisión en el ADN sustrato produce rupturas de cadena sencilla (Rubin, 1988;

Frankenb.ergTSchwager, 1Q90), . . . . . . . . ., . . . . .

La clasificación de los cometas de acuerdo con su tamaño se ha utilizado para

determinar él daño inducido por radiación UV-C en células humanas, más aún se

ha señalado que esta técnica es lo suficientemente sensible para detectar hasta

0.1 rupturas de ÁDN porcada 109 Daltónes. También eltamaño y lá intensidad dé

la fluorescencia dé los cometas se relacionaron cuantitativamente con lá

frecuencia de rupturas del ÁDÑ (Gédik y col., 1992). Algunos autores han opinado

que no es adecuado clasificar á los cometas por tamaño, dada la variabilidad tan

alta en una población celular heterogénea como son los leucocitos (Plapperty col.,

1995; Málcoíríison y col., 1995). En el presente estudio se consideró conveniente

analizar la distribución del tarhaño de los cometas én cada'tiempo. Llama lá

atención que es durante él segundo incremento én él porcentaje de cometas a los

30 minutos, cuándo sé detectó el mayor porceníáje de cometas largos. Lahkihén y

col. en 1996, reportaron qué la longitud máxima dé cometas én linfocitos humanos

se observó á los 30 minutos de incubación después dé la exposición á ÜV, esto

representa las rupturas de ADN producidas por la escisión de los dímeros dé
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pirimidina. Estos datos indican que.el tiempo de inducción de rupturas del ADN

durante la. reparación, de las lesiones inducidas por UV, es e| mismo que se

observa.durante la segunda etapa de reparación de lesiones diferentes que se

producen por la radiación gamma. La presencia de algunos cometas largos apoya

Ja posibilidad de que durante este tiempo ocurra la reparación de otro tipo de

lesiones. Debido al período tan breve entre la exposición a la radiación y. la

presencia de cometas largos, la posibilidad de que éstos representen células

apopléticas, como las descritas por Olive y col. en 1993, es remota. Además, los

cometas de las células en apoptosis encontradas in vitro por estos autores tienen

apariencia diferente a la que se observó en los cometas del presente estudio in

Vivó. Los cometas que reportaron estos autores presentaban colas cortas, como

nubes brillantes con el vértice hacia el residuo del núcleo, y los cometas descritos

en este trabajo moétraron colas largas y angostas de poca intensidad.

La reducción en la frecuencia de. cometas, obtenida entre los 40 y 90 minutos (con

las dosis de 0.5 y 1.0 Gy), probablemente represente una tercera etapa de

reparación tardía puya pendiente es menor que la de las etapas anteriores, lo cual

indica que la reparación es más lenta, aunque también se podría explicar por Ja

muerte celular. Este componente de la cinética puede atribuirse a la reparación de

las/rupturas de doble cadena del ADN, ya que. el tiempo en el que se presenta

coincide con el período reportado por otros investigadores durante el que se

reparan dichas rupturas, el cual va desde 40 minutos hasta 4 horas (Bryant y

Blócher, 1980). Esta etapa ya había sido observada in vitro por Ostling y Johanson

en I984 y por Malcolmson y col. en 1995, quienes analizaron la proporción de

células que presentaban cola, para describir el daño en cada muestra enlinfocitos

humanos, expuestos a una fuente de 137Cs. Ellos mencionaron que el período de

reparación lenta se completaba casi al 100% a los 120 minutos.

La persistencia de células dañadas aún a los 90 minutos, se puede explicar

considerando la existencia de una subpoblación celular más radiosensible y/o más

dañada en sus funciones para la reparación. Esté tipo de subpoblaciones ha sido

descrito por otros autores en células sanguíneas humanas (Wuttke y col.,1993).
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Diferentes investigadores han reportado que la reparación de las lesiones

inducidas se completa después de un período de incubación de 2 horas en

diversas óélulas, como fibroblastos, linfocitos y granulocitos humanos (Ticé y col.,

1990; Singh y col., 1991; Malcolmson y col., 1995; Lankinén y col., 1996). Sin

embargo, aún después de este período, en algunos casos todavía existen

pequeñas poblaciones de células con colas más largas qué las del testigo.

Comparando los resultados por animal, es evidente que el porcentaje de células

dañadas en cada tiempo es diferente de un ratón a otro, pero el comportamiento de

la cinética de reparación tiene un patrón similar aún con las diferentes dosis

utilizadas. Solo la dosis de 2.0 Gy in.dujo un comportamiento distinto en la etapa de

40 a 90 minutos, ya que.no se observó una disminución en la frecuencia de

cometas en este período y mostró tendencia a mantenerse alta. Plappert y col. en

1995, observaron que la inducción de daño al ADN por radioterapia y la capacidad

de reparación varía de un paciente a otro. Algunos autores han reportado cierta

diferencia en la capacidad dé reparación entre linfocitos y granulocitos de diversos

donadores (Lankinén y col., 1996). Es factible que esta variación represente

cambios reales dé célula a célula en la producción y reparación dé lesiones en el

ADN. No obstante, en las poblaciones humanas existen otros factores que pueden

afectar la capacidad de reparación, tales como la edad (Singh y col., 1990), el

estado dé salud, los hábitos nocivos de fumar y tomar alcohol y las condiciones

fisiológicas en general (Fairbairn y col., 1995).

Los resultados aquí descritos representan la prirnera evidencia de ja cinética de

inducción de dañp y reparación del APN en leucocitos o!e sangre periférica de ratón

in vivo expuestos a radiación gamma, , ;

La importancia de hacer el análisis de la relación dósis-réspüésta determinando él

área.bajo la.curva (ABC) de la cinética de inducción de daño y.reparación del

ADN, radica, en qué al evaluar este proceso en función del tiernpq ,s,e obtiene

información más representativa y completa.de jo: que sucede en, el sistema vivo.

De tal manera, al analizar jas modificaciones en la producción de cometas

conforme transcurre el tiempo, se aprecian aumentos y disminuciones en ciertos
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momentos , después de la exposición a la radiación, que podrían pasar

desapercibidos si el análisis se hiciera a un tiempo fijo. La estrategia de hacer el

análisis ABC permite obtener un solo valor representativo del comportamiento de

toda la cinética, el cual se puede graficar en. rejación con la dosis. En las gráficas

obtenidas de los porcentajes de máxima inducción cié cometas (inicial: picol y

segundo incremento: pjcp 2), también se; aprecia que la relación es dosis

dependiente, siendo más claro el análisis con la altura del segundo incremento.

6.3. Respuesta Adaptativa.

La inducción de. la respuesta adaptativa se ha relacionado con la acción de tres

procesos, los cuales determinar! qué una célula o todo el organismo responda más

eficientemente frente a la exposición a dosis altas de agentes que causan daño.

Uno es ei incremento de moléculas que son atrapadoras eficientes de radicales

libres (Shiraishi y col., 1995; Matsubara y col., 1987; Sato y Etremner 1993; Cai y

Cherian 1996; Zhang y col., 1998; Cai y col., 1999, Bravard y col., 1999), el

segundo es la síntesis de enzimas involucradas en la reparación del ADN dañado

(Ikushima 1987; Woloschack y col., 1990; Ibuki y Goto 1994; Seong y Kim 1994;

Sasaki 1995; Ueno y col., 1995; Ramana y col., 1998) y el tercero es la inducción

de apoptosis (Boreham y col., 1995). Estos procesos pueden.: ser

complementarios pero independientes en cuanto al tiempo. E| primero de ellos es

la síntesis de moléculas que protegen a la célula de. la subsecuente inducción de

daño, el segundo es la biosíntesis de enzimas que reparan e| daño inducido en

alguna molécula que es fundamental para la célula y el último proceso detecta y

elimina irreversiblemente las células dañadas con el fin de iniciar la restitución

celular. .- - . . r . ,

Los experimentos de este proyecto fueron diseñados para determinar la presencia

de una respuesta adaptativa temprana en leucocitos de ratón y discernir si la

respuesta se debe a un incremento en la reparación del ADN o a una menor

sensibilidad a la inducción de daño. La estrategia para discernir entre estas dos
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alternativas fue mediante la comparación de la cantidad de daño inicial inducido

por radiación y la eficiencia en la reducción de dicho dañó entré las células dé los

organismos adaptados y los no adaptados! Los resultados indican que la cantidad

inicial de células con su ADN dañado fue sustancialmenté reducida alrededor de

un 60 % en los organismos adaptados. No obstante, considerando que en las

células no adaptadas, normalmente la cinética de reparación del daño inicial es

rápida, existe la posibilidad de que la tasa de este proceso se haya incrementado

por la dosis de adaptación y no se pudo detectar el daño inicial real. Sin embargo,

el segundo aumento en el porcentaje de células dañadas, que parece deberse a

un mecanismo de reparación tardía involucrado en la eliminación de lesiones

diferentes a las rupturas, por ejemplo daño en las bases del ADN, también se

redujo, lo cual indica que el daño causado durante éste segundo proceso de

reparación disminuyó ya que había menos lesiones que restituir. Si el daño fuera

el mismo en las células adaptadas y no adaptadas, el segundo aumento sería

similar entre ambas poblaciones.. Adicionalmente, si la tasa de este segundo

proceso de reparación también se hubiera elevado, la intensificación en ei daño

inducido por la reparación sería similar al de las células no adaptadas, aunque

podría presentarse de manera más temprana debido a que no se requeriría la

estimulación de la síntesis de novo de las enzimas involucradas en la reparación.

En estudios realizados previamente en nuestro laboratorio, analizando la inducción

de micronúcleos en eritrocitos policromáticos (MN-EPC) de sangre periférica de

ratón in vivo, no se detectó respuesta adaptativa provocada por radiación ionizante

(Morales-Ramírez y col., 1997). Esto se analizó utilizando la estrategia del ABC

como índice de la inducción total de la frecuencia de MN-EPC durante 60 t i . Sin

embargo, en otros ensayos en los que también se usó la estrategia del ABC se

reportaron resultados positivos (Farooqui y Kesavan, 1993). En algunos trabajos

realizados en linfocitos empleando la frecuencia de aberraciones cromosómicas

como índice para analizar la inducción de respuesta adaptativa, se encontraron

resultados más consistentes apoyando la presencia de tal evento (Olivíeri y coi.,

1984, Wienke y col,, 1986, Shadley y col., 1987, Kalina y Nemetova 1997), sin

embargo también existen resultados negativos (Bauchinger y col., 1989, Wojcik y
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Streffer 1995). Las posibilidades para explicar estas inconsistencias pueden ser

tan numerosas como las diferencias que existen entre los sistemas y protocolos

utilizados.. . . . .,

Las disparidades principales entre las condiciones del presente trabajo y las del

mencionado anteriormente que se realizó en nuestro laboratorio, son: el tipo de

célula que se utilizó, la condición proliferativa de las mismas y el índice analizado

para medir la respuesta adaptativa. El tipo celular tal vez no podría explicar las

discrepancias, ya que como se explicó previamente, en los eritroblastos de ratón

se ha presentado respuesta adaptativa (Farooqui y Kesavan, 1993). Con respecto

al estado proüférativo de las células, hay resultados contradictorios, Shadley y col.

en 1987 no encontraron respuesta adaptativa en línfocitos en Go, pero varios

autores si la han detectado en esta etapa del ciclo celular (Tuschl y Kovac 1983;

Sanderson y Morley 1986; Cortés y col., 1994; Ryabchenko y col., 1998). Las

características de los parámetros determinados pueden no ser tan relevantes per

se, pero cabe resaltar que difieren notablemente en relación con el tiempo que

debe transcurrir para la expresión del daño detectado por cada uno de ellos. El

ensayo cometa permite medir el daño inmediatamente después de la exposición a

la radiación, mientras que para analizar las aberraciones cromosómicas se

necesita un período más largo y en el caso de los micronúcleos se requiere que la

célula pase por un ciclo de división. Otro punto importante es que después del

tratamiento con la misma dosis (1.0 Gy), el daño inicial determinado por medio de

los cometas involucra cerca del 80% de las células, y debido a la velocidad de

reparación en este primer proceso, se puede inferir que el 100% de las células

tenía lesiones, mientras que la frecuencia más alta de MN-EPC fue

aproximadamente del 3%, lo cual es equivalente al porcentaje de células

afectadas. Esta cantidad es similar a la que presenta un daño residual evaluado

con el ensayo cometa. Es importante tomar en cuenta que el número de células

que muestran un daño residual a los 90 minutos después de la exposición a

radiación, también disminuye con el pretratamiento con la dosis de adaptación.

Posiblemente estas células son aquellas que podrían tener aberraciones

cromosómicas o micronúcleos después de la división celular.
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Utilizando la técnica de electroforesis unicelular en gel, algunos autores han

reportado que la tasa dé reparación en células V79 adaptadas con 0.05 Gy y

retadas con 1.5 ó 5.0 Gy, fue mayor que en las no adaptadas y no encontraron

disparidades significativas en la cantidad de daño inicial producido por la dosis de

reto entre ambas poblaciones (Ikushima y col., 1996). Estos resultados apoyan la

hipótesis de que la respuesta adaptativa inducida por dosis bajas de radiación

gamma, es debida a un incremento en la capacidad de las célujas para reparar las

lesiones. A diferencia del trabajo de Ikushima y col. 1996, los datos obtenidos en

el presente estudio, indican que las células adaptadas sufren menos daño desde

los primeros tiempos postradiación, que las células tratadas únicamente con la

dosis de reto. La aparición del segundo pico entre los 25 y 40 minutos en las

células expuestas a la dosis de reto solamente, se explicó con base en que la

presencia de otro tipo de lesiones da lugar a la producción de rupturas de cadena

sencilla durante su reparación. Este segundo incremento también fue menor en las

células adaptadas, sugiriendo que hay menos lesiones, lo cual también apoya la

posibilidad de que la respuesta adaptativa sea el resultado de algún mecanismo

radioprptector. Zhang y col. en 1998, reportaron que la exposición a dosjs bajas de

radiación gamma incrementa la actividad de la superóxido dismutasa (SOD) en

testículo de ratón, ellos sugirieron que dicho evento es el responsable de la

radioresistencia detectada en función de la cantidad y calidad de los

espermatozoides de ratones tratados con 0.05 Gy como dosis de adaptación y con

2.0 Gy como dosis de reto. El bloqueo de la respuesta adaptativa mediante la

inhibición de la síntesis de proteínas, apoya a dicho mecanismo de radioprotección

(Youngblom y col., 1989). Asimismo, Bravard y col. en 1999 detectaron mayor

actividad de algunas enzimas antipxidantes como SOD, catalasa, glutatión

peroxidasa y glutatión-S-transferasa, en linfoblastos humanos normales irradiados

(0.02 Gy como dosis de adaptación y 3.0 Gy cpmo dosis de reto), en comparación

con las células no adaptadas. Estos datos se correlacionaron a su vez con un.

incremento en ei nivel de proteínas, particularmente de SOD y catalasa, lo cual

sugiere fuertemente que dichas enzimas participan directamente en la respuesta

adaptativa.
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Los resultados de este trabajo evidencian la inducción de una respuesta

adaptativa en leucocitos de ratón in vivo por radiación gamma. Bajo las

condiciones experimentales de este proyecto, los datos sugieren que la respuesta

se expresa como una inducción menor de daño, tal vez debido al estímulo de la

síntesis de moléculas que capturan radicales libres y reducen la sensibilidad.

La motivación para continuar con el estudió de la respuesta adaptativa está

basada en el deseo de comprender a fondo los mecanismos moleculares que

participan .en su inducción y regulación así como para conocer si este fenómeno

afecta la estimación del riesgo inducido por dosis bajas de radiación en la

incidencia de mutación y cáncer en las poblaciones humanas. La identificación de

los transcritos . y la definición del. papel = de las proteínas, cuya síntesis: se

incrementa por dosis bajas de radiación y que se requieren para la inducción de la

respuesta adaptativa, facilitará la comprensión dé los mecanismos involucrados en

dicho proceso.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante la realización de estos experimentos en

leucocitos de sangre periférica de ratón in vivo, permiten obtener las siguientes

conclusiones:

1) Un alto porcentaje de lesiones inducidas por radiación se elimina mediante un

mecanismo de reparación rápido que actúa durante los primeros minutos

después de la exposición. ..- : . .:•• : .

2) Más tarde se producen nuevas rupturas de cadena sencilla en el ÁDN debido a

la reparación de otro tipo de lesiones.

3) Sé evidenció una segunda fase de reparación lenta.

4) El. porcentaje de células dañadas por arriba de| valor basal que persistió al final

del período estudiado, puede representar una subpoblación más dañada o con

menor capacidad de reparación.

5) La dosis mínima que produjo el mayor porcentaje de células dañadas fue la de

1.0 Gy.

6) El área bajo la curva de la cinética de inducción de daño en el ADN es un

parámetro adecuado para hacer el análisis de la relación dosis-respuesta.

7) La dosis de 0.01 Gy de radiación gamma induce respuesta adaptativa, siendo

suficiente un intervalo de 1 h entre esta dosis y la de reto.

8) La respuesta adaptativa puede explicarse como resultado de una menor

sensibilidad a ta producción de daño, probablemente debido a la inducción de

síntesis de moléculas que actúan como radíoprotectores por su capacidad de

atrapar radicales libres.
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9) El modelo experimental desarrolladles adecuado para estudiar la capacidad de

reparación de las lesiones inducidas por radiación ionizante o por otros

mutágenos, así como la respuesta adaptativa in vivo.

10) El parámetro de ia migración no resulta adecuado para hacer el análisis de la

cinética de inducción de daño y reparación del ADN. ,
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8. APÉNDICE

Preparación de Soluciones.

Solución salina balanceada de Hank (HBSS) 20 mM

Reactivo

NaCt

KCI

Na2HPO4

KH2PO4

NaHCO3

Glucosa

Rojo fenol

EDTA

Gramos por cada litro de agua destilada

8.0

0.4

0.048

0.06

0.35

1.0

0.02

7.44

A 800 mi de esta solución (1x) se le agregan 7.44 g ele EDTA, se ajusta el pH a
7-7.5, se afora a 1 litro con la solución HBSS que sobra, se filtra y se guarda a
4°C

Amortiguador salino de fosfatos libre de Ca++ y Mg++ (PBS)

Reactivo

NaCI

KCI

KH2PO4

Na2HPO4

Gramos por cada litro de agua destilada

8.0

0.2

0.2

1.11

Ajustar pH a 7.4, filtrar y guardar a 4 °C
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Solución concentrada de lisis

Reactivos

NaCI

.,. EDTA /

. • • • r - . T r i s y • • - . . • • : . - • • • • . • "

NaOH

Sodio-N-la.uril sarcosin

Gramos por cada litro de agua

bidestilada

146.1

:,.,.. . .... •• -..,. 3 7 . 2 . . • ; ; . . .

: • • ; , •• • - • • • -. : . ; • 1 ; 2 : . . •; • - - • " , , i '

12.0

10.0

AjustarpHa 10 con el NaOH y después agregar el sodio-N-lauril sarcosin. Se

.. . afora a 1 litro, se filtra y se guarda a temperatura ambiente

Reactivos

Tritón X-100..

DMSO

Refrigerar

Solución final de lisis

mi por cada litro de

concentrada de

durante 60 minutos antes

10

100

de utilizarla.

solución

lisis

£:L,7A TESIS NO SÁL
DE LA BIBLIOTECA
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Amortiguador de electroforesis

Soluciones concentradas

NaOH(10N)

EDTA (200 mM.pH 10.0)

Gramos por cada 200 mi de agua

destilada

80

14.89.

Para cada litro de amortiguador se toman 30 mi de la solución de NaOH, 5 mi de

la solución de EDTA y se afora a 1 litro, el pH debe quedaren 13.0.

Solución concentrada de Bromuro de Etidio (10 X)

Reactivó

Bromuro de etidio

mg por cada 50 mi de agua bidestilada

10

Guardar a temperatura ambiente. Precaución: el bromuro de etidio es un agente

genotóxico, manejar adecuadamente con guantes.

Solución final de Bromuro de Etidio (1X)

Solución

Bromuro dé etidio (10X)

mi por cada 10 mi de agua bidestilada

: ' • • " " " ' ' • ; ' • • • 1 .

Proteger de la luz y guardar a 4°C.
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. The repair kineties dfthe gamma rays induced DNA damage was determined in murine peripheral blood leukocytes in
vivo by the coniet.assay. Mice were éxposed to Í.O Gy of gamma rays in a '^7Cs source and sampíes of peripherai blood
were taken from their tails at different times. The repair was evaluated per mice in sepárate experiments by measuring the
proportion of cells with tail (comets) in each sample. An average of nearly 80% of comete was obtained at the initial time
after the exposure; 2 min later the frequeney decreased to 45% and continued diminishing to 22% at 15 min! This evidences
the presence of.a rapid .repair mechanism. For a period of 25 tó 40 min after exposure there was a slight but consistent
increase pf comets from 22 to 38% follówed by a second reduction, which could be due tó a late repair process that causes
stand breaks and then joined them, In summary our results indicated that this system seems to be appropriate for the study
of the repair capacity of cells fpllowing exposure to ionizing radiation. © 1999 Elseyier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: DNA repair; Gamma ray; In vivo; Leukocyte; Comet assay

1. Introduction

. Ionizing radiation interaets with living cells and
produces different cytotoxic, mutagenic and carcino-
genic effeets. DNA is probably one of the principal
targets for lethal effeets' of this physical agent. The
main lesions produced by the physico-chemicalin-,
teráctipn : between ionizing radiation and cellular
DNA .are-the single, strand breaks (SSB), double
strand breaks (DSB); DNA-DNA and DNA-protein
crosslinks, :alkali-labilé sites and damage to purine
and pyrimidine bases [1-3]. '"'"•• ••-..-

* Corrésponding authbr. Fax: + 52-3-29-72-96

Cells are, in general, capable of repairing most of
the lesions induced by physical or chemical agents.
Single strand breaks and damaged bases are repaired
by the action of the excisión repair pathway, which
is maintained in some species from bacteria to higher
organisms [4]. Nevertheless, ;above a certain level of

. exposure, cells die due to an increase of nón-repaired
or misrepaired damage. . . . . '

The single cell gel test (SCG test or comet assay),
originally developed by Rydberg and Johanson. in
1976 [5], is an adequate method to determine single
strand breaks. This test was modified [6] to detect
alkali-labile site production, caused by different

. agents in eukaryotic. cells [7,8], which in: turn has

0921-8777/99/$ - see front matter
PII: S0921-8777(98)00061-5
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pérmitted the study of radiation-induced DNA-
damage and repair [4,6,9-12].

It has been reponed that the SCG íechnique is
capable of detecting the tncrease in DNA damage
induced by doses of gamma radiation as low as 0.05
Gy in peripheral human blood leukocytes [9] and in
isolated granulocytes [10] in vitro. The comet assay
has been used to study the capacity of different cells
to repair the damage induced by tonizing radiation
[6,12-16]. Most of the research on repair has been
done in vitro; however, in vivo conditións allow oné
to observe the response as it occurs in nature. It
could be easier to make the in vivo than the in vitro
assay, although more difficult to interpret due to the
physiological effects of treatments in the animal.

The aim of this study was ío determine the repair
kinetics of the gamma-ray- induced DNA damage in
murine leukocytes in vivo, using the coriiet assay.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

'• The chemicáis used in these experimente w,ere,
purchased ffom the following suppliers: agarose and.
Ipw melting point agarose (LMP) rrom Gibco BRL
(Gaithersburg, USA); Tris, sodium chloride^ N~
lauroyl-sarcos.ine, dimethyl sulfoxide, pótassiüm
chloride and ethidium bromide from Sigma Chemi-
cals (St. Louis MO, USA); EDTA, tritón X-100 and
sodium hydroxide from Merck (Darmstadt, Ger-
many).

2.2. Animáis

"- Twó to three-months-old BALB/c mále mice
weighing approximately. 30 g wére used. They were
kept in plástic eages'with ásawdust bed, únder
controlled; temperatura (23^25°C), and light^dark
cycles (12 h periods); The animáis weré féd¡With
Purina Chow and tap water ad libitum. i' '

2.3. Irradiation conditións ..;:.:

- For the1 gamma ray treátment, the animáis wére
put into a plástic tube and expósed to á t37Cs soürce
(Cesagammatrort, Siemens), at a distánce bf 25 cm.

The dose rate was 0.0064 Gy/s and! the exposure
time was 2 min 36 sec giving a totai/dose.of.l.O Gy.
The exposure rate was calculated w-ith á chámber
from the Laboratorio Nacional de Metrología (Na-
tional Patrón Laboratory).

2.4. Sample preparation

One mouse was used in éach expérimént'and a
total of five sepárate experimentó were carríed out in
the same conciitiohs. To táke the peripheral blood
samples, each mouse was confíned in a plástic de-
vice with the tail on the outside, a small fragment
was cut from the end of the tail and a blood drop of
ápproxirhately 4 -JJLÍ was obtained. Samples were
taken at different times: one before the exposition
which \yas considered as zero time (control), the
second immediately after the irradiation (3 min), and
íhe others every 5 or 10 min, within a period of 5 to
90 min. At least two samples of blood were taken at
each time, resuspended in a microcéntrifuge tube
with 1 mi of Hank's splutipn,: and.kept cold to
prevent the repair of any DNA lesión. . •. .

2.5.. Slide preparation '•'•'• : , ; •

The basic alkaline teehniqué'describéd by Singh
et al. [6] was used, with somé modificátions as
óutlined below. Non-frostéd siides with a dry Iayer
of normal melting point agarose solution (2Í00 pxl,
0.75%) dissplyed in Ca2" and Mg2" free PBS were
utilized [17]. Blood samples were. centrifuged at
2500 rpm during 10 min. The pellets were mixed
with 100 (j,l of low melting point agarose .(LMP)
solution kept at 37DC (0.5%) and added to the dry
sli^e, after which they¡ were imrhediately eovered
with a.No. ,1 eoverslip and ,then: állowed to sdlidify at
; 4°C: The, eoverslip was5 carefully removed and a íop
Iayer .of 100 |xl.0.5% LMP agarose was added. A
clean, eoverslip was putover the surface arid the
.slides were placed.on a tray^kept on an ice plaque to
allpw LMPagárosé to solidify,: Next, the cóverslip
was removed and the slide immérsed in; á jar cóntáin-
ing a.freshly prépared cold̂  lysis solution-(2.5 M
NaCI, 100 mM EDTA, 1% SLS and 10 mMTrisipH
10.0) to which 1% Tritón X-100 and 10% DMSO
were added just before use. Finally, the slides; were
left at 4°C for 1 ti in the dark. ; ' :
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Tttble 1. . • "

Percentage of comets at different times .after exposure with 1.0 Gy
of gamma rays in murine blood leukocytes

Time (min)

5 before 7
3 after 7
5 '• •

10
1 5 ,! •

20
25
30'
4 0 '
50
60
90

Exp.
1

6
94
66
35
25
.27 '
42
67
4 5 • "

46
30
19 \

Exp.
2 .

3
76
44

4
36
3 Q •'

.18
33
37
20
23
16

Exp.
3

4
70
31
13
11
14 .
24
20 "•

30
19

. 11
,11

. Exp..
4

: .3
, 60
25
1 6 •

14
27
36
22
20
17
17
.11

Exp.
5

10
86
64
60
3 3 •• •

-27
20
44
26
25
18
11

•• x ± s .d.

5.2 ±2.9
77.2± 13.3 • ' '
46.0 ±18.7" "
32.0+18.9"
22.6 ±9.7"
22.6 + 6.2"
31.0 + 8.9'
38.0+19.1" '
28.2+10.3'
26.0±l l .ó '
I8.4±7.0"
14.4 £ 4 . 7 '

"p<0.01, "páO.OOC " " > £ 0.0001,.Student's /-test.
300 cells were analyzedper animal át each time.

2.6. Electrophoresis '

The slides were removed from the lysis solution,
drained and placed in a horizontal pósition inside an
electrophoresis chamber. The unit was filled with a
fresh alkaline buffer (300 mM NaOH and 1 mM
EDTA, pH 13.0) preventing bubbles from forming at
approximately 0.25 cm above the slides. To allow
the unwinding of DNA chains and the transformaron
of alkali-labile sites into DNA breaks, the slides
were exposed to the alkaline buffer for 40 min. Next,
an electric current of 25 V and 300 mA was applied
for 40 min, using a power supply (PS250-1, Tech-
ware Sigma, St. Louis MO, USA). All of these steps
were conducted under low light conditions to prevent
the occurrence of additional DNA damage. Añer
electrophoresis, the power supply was turned pff and
the Slides were removed from the buffet and placed
horizontally on a tray. Tris buffer (0.4 M Tris, pH
7.5) was added gently, drop by drop, to neutralize
the. excéss alkali. The slides were allowed to lay for
5 min in each rinse, and this process was repeated 3
times.

2.7. Staining and storage

, Ethidium bromide (EtBr) (20 |il/ml) (50 \L\) was
added to each slide and covered with a cléan cover-

slip. The slides were kept in a humidifier for as long
as 72 h to prevent the gel from drying. However. the
best images were obtained within a period of 24 h
after the assay. It was not convenient to store the
slides for tong because of DNA diffusion. A duplí-
cate of each sample was dehydrated. immersing the
slide in a jar contaihing cold puré methanol and
placing it on a flat surface to dry; then it was stored
;in a closed box protected from light, humidity and
dust. To analyze the samples' they were hydrated
with Tris buffer and then stained with EtBr [17].

2.8. Analysis

The slides were examined using a fluorescent
microscope (Zeiss, Axiomat) equipped wiíh an exci-
tation filter of 515-560 nm at a 250X magnification.
Three hundred randómly selectéd ieükocytes were
analyzed from each sample to calcúlate the propor-
tion of damaged cells being determined by the hum-
ber of cells with a tail. Additionallyj comets were
classified according to their tail length with respect
to the nuclei diameter from the non-damaged cells
observed in the same field. The three categories
considerad.were: short (tail^size equivalent to one
nucleus or less, S1 (xm), médium.(until 2 nuclei,.
7-14 jj-m) and large (more than 2 nuclei, > 14 fxm).
The percentage of each category was calculated.

100 X

80- '

E
O
ü

60-

40;

20.-

•

i I

I I I ] Il i l i - !•• I- I I I I I I I- I "

" . 0 5 101520253035404550556065707580859095
: • " • TIME(mln)' : • ^

Fig. 1. Percentage of comets producéd in murine leukocytes by
gamma radiation at different times after exposure.
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Table 2
Frequency. •qfeomets <
in sub.sequentsam.ples

¡n blood leukocytes from untreated mice

Time
(min)

0
3
5'

10
15
20
25- -
30 •

40
50
60
90

Mouse
1..

5 . •

6
9

10
10
9
8
7. ,
7
7
4
9

Mouse
i

, 3
10
5

11
3 ;

10
. 12

. 3 •

8
6

10
10

. Mouse'
,3 ; ;:

4
. 7 •

, Jp..
ib'"'
10 ;

7
8 •

O

13
!4
12
12

Mouse
4:

5 1 •• "

. . a ••

6
8
7
5 '

• 7 '

6
6

. 5
8
8

• ' -t±s.ct.

4.2'± 1.0
7.7 ± 1.7
7.5+2.3
9.7 ± 1 , 3 '
7.5 ± 3 J
7.7 ±2.2

•8.7 + 2.2
6.0 ±2.1
8.5 ±3.1
8.0 ±4 .0

, 8.5 ±3.4
9.7 ±1 .7*

*/?.£ 0:01, Student's /-test. ; .'•
300 cells Were anaJyzed per animal at each time.••„••

To determine the statistical differences ¡ of comet
percentage pbtained before and at.each time .after
irradiation, Student's íTtest was used with three lev-
els pf probabilíty. : .

3. Results

'••Table 1 shows the percehtáge of cohiets óbtained
at each time before and after Irrádiatibn from sepa-

3 5 10 15 20 25 30 40 SO :60 90

; '"] Time (min) '.

Fig. 2. Distribution of small.comets (with tails shorter than 7 |j.m)
produced in murine peripheral blood leukocytes by 1.0 Gy of
gamma Tadiation in each' tiine añe'r éxposúre.

rate experiments, as well as the average and standard
deviación calculated from them. The results indicate
that in the control samples taken 5 min béfpre the
irradiation of each moüse, the average 'perceritáge of
comets óbtained was approximately 5%. The highest
percentage, 80%, was óbtained 3 min after radiation,
which was statisticaíly significant with a p a 0.0001
using the student's t test as compared with the
control valué. From 10 to 15 min after irradiation the
percentage dropped considerably to 22% but this
remains significantly different from the control with
a p ¿ 0.01. Between, 20 and 30 min after exposure,
there was an increase in the percentage of comets
(p < 0.001). The frequency of. comets at final sam-
ple times tended to diminish; althbugh it remained
significantly different from Üie. control (p¿0 .01) .
There are individual differences in the kinetics of
comet prodüction, particulafly in the second increase
that occurs between 25 to 40 min after exposure. The
repair kinetics in Fig. 1 show the average percentage
of comets produced by radiation at each time after
exposure.

, , In order to establish.ifcontinuous sampling has an
effeet on the frequency of comets, untreated.' mice
were sampled.at the same times of the iíradiated

3 5 10 15 20 25 3D 40 50 60

•Time'(min). ¡

Fig. 3. Distribution of large comets (with tails longer, than
produced. in''murine blood léukbcytés'by t :l,Ó Gy of
radiation in each time after exposure. ¡ ''•.'

14
gamma
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animáis* in independent experiments. Table 2 shows
the results. which indícate that although there was an
increase of comet perceníage with respect to the first
sample time; only the samples obtained 10 and 90
min after the first sampie resulted statisticaily signíf-
icant íp < 0.01, Student's f-test). .

. Even thpugh there was a high variabiliíy among
individuáis with respect to the distribution of comet
sizes, it was observed that during the second increase
of damaged cells at 30 min, the proportion of comets
with short tails diminished and then increased to-
wards the end pf the experiment (Fig. 2). Médium
size comets showed no special trend (data not shown).
Finally, the comets with large and short tails were
distributed inversely in time, which means there is a
low percentage of large tail comets at the early
sample times, an increase nearing 30 min, and then a
decrease at the latest sample times (Fig. 3).

4. Discussion

, In the present study the damage detected in pe-
ripheral blood murine leukocytes 3 min after irradia-
tion was never 100%, as could be expected immedi-
ately.after exposure; however, this is the minimum
time required to cut the end of the tail and take the
first blood sample. Perhaps during this period a
certain proportion of the lesions induced by radiation
are being repaired; this is supported by the drastic
decrease in the percentage of damaged cells ob.-
seryed in the subsequent times, i.e., the proportion of
comets, nearly 80% detected at 3 min decreased 2
min later to 45%, and continued diminishing to 22%
at 15 min. Extrapolating the slope from 3 to 5 min,
the resultant Une crosses the y axis near the 100%
frequency. This evidences the presence of a rapid
repair mechanism, which agrees with data previously
obtained by analyzing the repair kinétics in human
lymphocytes exposed to ionizing radiation using the
comet assay. In the latter study it is clear that the
bulk oí DNA repair occurred within the first 15 min,
and the rest was essentially completed 120 min after
exposure [6], Similar results have been obtained in
lymphocytes from patients with different types of
cáncer [15]. Also, from the comparison of the repair
kinétics between human peripheral blood lympho-

cytes and granulocytes, it is evident that the repair of
single strand breaks was demonstrable after 15 min.
incubation period in both populations. However, there
was a trend for lymphocytes to repair their DNA
faster and to a greater extent than granulocytes [12].
Similar findings were observed using cryopreserved
lymphocytes, and no significant differences in repair
capacities were detected between cryopreserved and
freshly isolated lymphocytes [16].

In our experiments, a peak in the percentage of
comets was detected between 25 and 40 min in all
the experiments; this could be due to the presence of
a certain type of lesions that become single strand

1 breaks during the repair process. Similar results were
obtained in a murine lymphoma cell line exposed to
2.0 Gy of gamma rays and incubated at 3TC; after
20 minT a slight indication of newly formed breaks
was detected, which was explained by the action of

. endonucleolitic incisions at base-damage sites. These
breaks were subsequently joined [18]. It is well
known that the action of some excisión repair en-
zymes on DNA produces single strand breaks [19].

. The slope obtained between 40 and 90 min was
lower than the one detected between 3 and 15 min,
showing that there exists anóther period of late repair
or the death of highly damaged cells. This phase was
also described in vitro by Ostling and Johanson in
1984 [18], and similar data were found by Malcolm-
son et al. in 1995 [15] in human lymphocytes ex-
posed to 2.0 Gy of gamma rays. The authors also
ahalyzed the proportion of comets, to measure the
damage in each sample and they reported that the
period of slower repair was almost completed at 120
min. .

The cíassification of comets according to their
size has been used to determine the damage induced
by UV-.C radiation in human cells; moíeover, it has
been státed that this technique is sensitive enough to
detect as few as 0.1 DNA breaks per 109 Da. The
size and the fluorescence of comets were correlated
quantitatively with the frequency of DNA breaks
[20]. In the present work it was considered pertinent
to^arialyze the distribution of comets by size in each
sample. It is apparent that during the second increase
of comet frequency, the lowest pereentage of short
tail comets and the highest percentage of long tail

, comets were detected. Lankinen et al. in 1996 [12]
• reported that the máximum comet lengths in human

loa
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lymphocytes were observed after a 30 min incuba-
tion period subsequent tp .UV exposure, these seems
to represent .the DNA breaks induced by the excisión
of pyrimídine dimers. This indícales that the time of
DNA-break induction during repair of UV induced
lesions is the same observed during the repair of
non-strand breaks induced by the exposure to gamma
rays. .

The presence of long tail comets supports the
possibility that during this period the repair of other
type of lesions occurred. Due to the short time period
between exposure and the presence of long tail
comets, the probability that these comets represent
apop.totic cells as described by Olive etal. in 19.93
[21] is remote. The comets of apoptotic ceíls ob-
tained by these authors in vitro are .different from the
ones that we obtained in vivo.They obtained comets
with short, bright and qloudy pear-shape tails, with
the vertix íoward the residue of the nucleus and in
our study the long tail comets presented nearly. nor-
mal shaped nuclei and long thin tails with low
intensity. . ..

The persistente of damaged ;cells still at 90 min
could be explained on the basis that; there exists a
cell subpopulation which is more radiosensitive, more
damaged qr damaged in,sites fuiictionally eritical for
repair., This kind of subpopulations has been de-
scribed by other áuthors ih human blood cells [22].
Different authors have reported that the repair of
ionizing radiation-induced lesions is essentially com-
pleted, after an incubation period of 2 h in cells such
as human fibroblasta [H], human fresh lymphocytes,
[13,15,23] or cryopreseryed [16], granulocytes [12].
However, even after this period, in some cases there
were still small populations of cells with significant
longer tails than the controls [6].

Comparing the results per animal in this study, it
is evident that the percentage of damaged cells at
each time is different ffom one mouse to another, but
the repair kinetics are similar. Plappert et al. in 1995
[11], observed that DNA damage induction by radio-
therapy and repair capacity vary between patients.
Sorne authors ,have reported a certain variation in
repair capacity among the lymphocytes and granulo-
cytes of different donors [12]. It is highly conceiv-
able that tnis, represents a real cell-td-cell variation in

; ,the production and repair of DNA lesions. Althóugh,
in human beings there are other factors that can

affect the repair capacity, such as age [23], health,
habits like smoking or drinking and physiological
conditioñs [8].

Considering that most of the studies related to
DNA damage and repair using the comet assáy have
been done in vítro; it is convenient to have a system
that allows one to make experiments in vivo in order
to elimínate the effect of in vitro conditioñs and the
manipulation of cells prior to the experiment. In vivo
systems permit the study of the cell respónse as it
occurs inside the organism. In general, the in vivo
experiments are more difficult to interpret due to the
three levéis of compléxity involved, namely, physio-
logical, cellülar and molecular. In oúr system,1 this
does not seem to bé the casé due to the possibility of
discerhing the effect of such levéis bécause the
physiological and cellülar levéis have been well stud-
ied. Furthermoré, this system is éasiér to usé than in
vitro. The results of the present study are the first
evidence of the repair kinetics in murine peripheral
blood leukocytes in vivo.

There are other studies which have also been
performed in vivo with different mutagens [24,25],
but in such experiments the animáis had tó be sacri-
ficed at each time so as to obtain the organs to
analyzethe damage. ' .

Another important aspect is the validity to méa-
sure thé damage. in any system at specific time after
exposure to mutagens: Some authors have éstab-
lished that the time tb collect the cells dépends on
the mode of actiori of the mutagen; howéver, we
consider that the damage shoüld be determined at
different times, because the repair process is always
present and can alter the results. The system de-
scribed in this article offers the possibility of making
the ánalysis as often as désirable.

5. Conclusión

• Our experiments in vivó indícate that murine
peripheral bloód leukocytes elimináte a high percent-
age of gamma ray induced lesions by a rapid repair
mechariism that acts during thé'first ¿15 min áfter
exposure. Láter, other singlé strand breaks are pro-
duced in DNA due tb the répáir of different lesions.
Another procéss of lówer repáir was' detected, but

totv.
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even at the end of the experiment there remained a
percentage of damaged ce i ís o ver thé untreated con-
trols, which coúld represent a more damaged sub-
pópúlation or one .with a lower repair capacity.

Considering the sensitivity of this method, the
advantage of measuring the damage in individual
cells, the small number of cells required and the
possibility of niaintaining the organism alive during
a long period, all make this system adequate for the
study of repair capacity of lesions induced by ioniz-
ing radiation and may be for other mutagens, in
blood ceils in vivo. Future experiments will be fo-
cused on the study of the adaptive response in
murine leukocytes in vivo using different adaptive
and challenging ionizing radiation doses.
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