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La radiacion ionizante es un agente ubicuo mutidgeno ambiental y cancerigeno ampliamente
utilizado en terapia contra el cancer. Los efectos de la radiacion ionizante son el producto final de
una serie de eventos provocados por el paso de la radiacion a través de la materia viva. Los efectos
biolégicos de la radiacion han sido mas intensamente investigados que cualquier otro agente
ambiental, sin embargo, poco se sabe acerca de la induccién de eventos de sefializacion celular y
expresion génica especifica por exposicion a la radiacion.

El proposito de este trabajo fue el de determinar los niveles de expresion del ARNm de las proteinas
y-glutamil-cistein-sintetasa (y-GCS), Tiorredoxina (Trx1) y Glutarredoxina (Grx1) en el cerebro, los
pulmones, los rifiones y el higado de ratones machos de la cepa BALB/c tras ser expuestos a
radiacidn gamma a cuerpo entero.

Los roedores fueron anesteciados con pentobarbital (100 mg-kg™) e irradiados con una fuente de
%Co (GammacCell 200) a dosis entre 0.5 y 4 Gy a una tasa dosis de 0.475 + 0.002 Gy-min™. La tasa
y distribucién de dosis fueron determinadas mediante solucion Fricke y pelicula de tinte
radiocromico HD-810, respectivamente.

El ARN celular total fue extraido mediante el uso del protocolo general del Trizol. EI ARN
obtenido fue sometido a transcripcion inversa y posterior amplificacion (RT-PCR) para cada gen de
interés asi como para el gen de control interno GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato-dehidrogenasa).
Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

Los resultados revelaron una relacion entre la induccién de la transcripcion de las proteinas de
estudio y la dosis absorbida, ademas de que se presentaron respuestas antioxidantes organo-
especificas, aunque tal correlaciones fueron encontradas principalmente a la dosis mas alta. La
transcripcion de y-GCS, Trx1 y Grx1 se indujo significativamente en todos los 6rganos de interés.
El higado, los pulmones y los rifiones mostraron la mayor induccién de y-GCS, Trx1 y Grx1,
respectivamente.

Se sabe que los sistemas Trx y Glutation/Grx poseen funciones y mecanismos de regulacion en
comun, no obstante, la diferencia entre los niveles de transcripcion de Trx1 y Grx1 sugiere una
diferencia funcional entre ellos y plantea una forma de modulacidn diferente entre ambos sistemas.
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lonizing radiation is a ubiquitous environmental mutagen and carcinogen widely used in cancer
therapy. The effects of ionizing radiation on living matter are the final product of a series of events
which are set in motion by the passage of radiation through the medium. The biological effects of
radiation have been investigated more throughly than any other environmental agent,
however little is known about the induction of cellular signaling events and specific gene
expression after radiation exposure.

The aim of this study was to determine the mRNA expression levels of the proteins y-Glutamyl-
cysteine synthetase (y-GCS), thioredoxin (Trx1) and glutaredoxin (Grx1) in samples from brain,
lung, kidney, and liver from male BALB/c mice after whole body gamma irradiation.

Mice were anesthetized with intraperitoneal pentobarbital (100 mg-kg'l) and irradiated with a ®*Co
source (GammacCell 200) at doses ranging from 0.5 to 4 Gy at a dose rate of 0.475 + 0.002 Gymin™.
The dose rate and dose distribution were determined using Fricke chemical dosimeter and
GafChromic HD-810 film, respectively.

Total cellular RNA was isolated from cells using Trizol reagent protocol. The RNA obtained was
reverse transcribed and then amplified (RT-PCR) for each target genes as well as for the
housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH). The PCR products were
visualized on agarose gels stained with ethidium bromide.

The results revealed a dose-related induction of transcription for the proteins tested and showed
organ-specific antioxidant responses although the strength of the association was found at the
higher dose. The transcription of y-GCS, Trx1 and Grx1 was significantly induced in all of the
organs examined. The liver, lung and kidneys exhibited the highest induction of y-GCS, Trx1 and
Grx1, respectively.

It’s well known that the Trx and Glutathione/Grx systems possess overlapping functions and
regulation mechanisms, but the difference between Trx1 and Grx1 transcription levels suggests a
functional dissimilarity between them and proposes a different way of modulation among these
systems.
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Algunos de los hitos mas importantes en la historia de la Medicina son sin duda los
descubrimientos de los rayos X y de los elementos radiactivos. La presentacion de nuevas
radiaciones a finales del siglo XIX, relacionadas con estos descubrimientos, estuvo acompafiada de
una rapida incorporacion a la medicina, primero en su forma diagnéstica y muy pronto en la
terapéutica. Como en tantas otras veces en la historia de la medicina, las radiaciones ionizantes se
emplearon inicialmente de forma empirica, sin el conocimiento profundo y cientifico de las mismas.
La historia temprana del empleo de estas radiaciones se ensombrecié con las graves lesiones que
se produjeron por el desconocimiento de sus efectos, por lo que se inici6 el estudio de sus efectos
en los seres vivos. Posteriormente se descubrié que la exposicion de las células germinales
afectaba a los descendientes.

Han transcurrido méas de cien afios de manejo y aprovechamiento de las radiaciones ionizantes,
durante los cuales se ha mantenido el interés por estudiar esos efectos, las aplicaciones médicas,
bélicas y en energia han estimulado fuertemente dichos estudios y puede decirse que existe mayor
informacién sobre las repercusiones en la salud debidas a la radiacién, que las asociadas con
cualquier otro agente nocivo o peligroso.

La accion de las radiaciones ionizantes sobre la célula viva puede considerarse siempre lesiva. Sin
embargo, al igual que ocurre con otros agentes ambientales, su toxicidad depende de la dosis. En
dosis elevadas, cualquier agente fisico o quimico externo a la célula resulta nocivo, e incluso letal.
Los procesos que conducen a la muerte celular después de una irradiacion con radiacion ionizante
son muy complejos y aln se encuentran lejos de una completa comprension. Estos procesos
involucran un amplio estudio cientifico, comenzando con la absorcion fisica de energia y
finalizando con importantes alteraciones a nivel biolégico.

La radiacion ionizante al incidir sobre la materia viva puede producir efectos directos e indirectos,
los primeros ocurren cuando la radiacion afecta directamente a macromoléculas bioldgicas vitales,
tales como el &cido desoxirribonucleico (ADN), el acido ribonucleico (ARN), las proteinas, las
enzimas, etc., produciéndoles excitacion o ionizacion en sus atomos que dan como resultado
reacciones quimicas anormales, como rupturas de la molécula de ADN que pueden causar
aberraciones cromosomicas que inhabiliten la reproduccién celular o a cambios en la informacion
genética que pueden afectar el funcionamiento celular normal. Por otra parte, los efectos
indirectos son provocados por reacciones quimicas no deseadas y la generacion de compuestos
dafiinos (iones, radicales libres, especies reactivas del oxigeno, etc.) para la célula producto de la
interaccion de la radiacion con el medio celular que pueden alterar la capacidad reproductiva de
la célula, asi como afectar a otros productos quimicos intra y extracelulares.

A pesar de que la molécula de ADN es considerada como el blanco principal de las radiaciones por
las importantes consecuencias biologicas que pueden derivarse de la interaccién, la accion de las
particulas ionizantes con otras estructuras celulares posee una relevancia a menudo no
contemplada. La importancia de la accion sobre el medio reside en que, debido a que en la célula
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hay mas cantidad de agua que de cualquier otro componente, la probabilidad de lesiones mediadas
por la accién indirecta de la radiacion es mucho mayor que la de lesiones directamente provocadas
sobre biomoléculas clave. Ademas, la modificacion molecular radioinducida puede producirse lejos
del lugar de interaccion con la radiacion, ya que los radicales libres pueden difundirse en el medio
como minimo hasta distancias de 40 A, pues su vida media es del orden de 10°s [Dubner, et al.,
1995].

Los estudios en cultivos celulares han proporcionado resultados que amplian la visiéon acerca de
los mecanismos moleculares y celulares relacionados con la respuesta ante la radiacién ionizante.
Cuanto més evolucionado es el organismo, mas complejos resultan los sistemas de defensa ante
agresiones externas que poseen sus células. Directamente relacionados con estos sistemas se
encuentran genes responsables del control del ciclo celular, de la deteccion y reparacion del dafio
en el genomay de la expresion de proteinas relacionadas con los sistemas de defensa antioxidante.

La mayor parte de los estudios en radiobiologia se basan en curvas de supervivencia de lineas
celulares especificas como funcion de la dosis administrada. Por supervivencia celular se entiende
la habilidad de una célula para continuar dividiéndose indefinidamente después de tratamiento, lo
cual no necesariamente significa que la célula sobreviviente se encuentre intacta, ademas de
ignorar la respuesta sistémica del organismo irradiado.

Por lo expuesto anteriormente, una cuantificacion mas detallada del dafio provocado por radiacion
ionizante implicaria el estudio del papel que desempefian los sistemas de defensa celular, ya que la
induccidn de proteinas como consecuencia de la radiacidn recibida proporciona una interpretacion
inmediata del papel que juega el metabolismo en la lesion por radiacion. Asi mismo, es importante
tener en cuenta la respuesta celular especifica de cada 6rgano irradiado tomando en consideracion
al individuo como un conjunto y no como lineas celulares independientes sin interrelacién alguna.
El objetivo del presente trabajo de investigacion es estudiar la expresion a nivel de ARN mensajero
de las proteinas antioxidantes Glutarredoxina, Tiorredoxina y la enzima jGlutamil-cistein
sintetasa, en higado, rifién, cerebro y pulmén de ratones de la cepa BALB/c, como funcién de la
dosis suministrada a cuerpo entero mediante radiacion gamma emitida por una fuente de *°Co.

En el capitulo I, se lleva a cabo una revision de la interaccion de la radiacion con la materia,
conceptos bésicos de dosimetria y una introduccion sobre sistemas dosimétricos empleados en este
trabajo. En el capitulo Il se describe la estructura del ADN, dafio celular producido por radiacion
y un breve andlisis de los mecanismos de defensa que posee la célula para contrarrestar los
efectos provocados por la radiacion ionizante. En el capitulo Il se plantea el problema por
resolver en este trabajo de tesis. En el capitulo 1V se describen los materiales y métodos utilizados.
En los capitulos V y VI se presentan los resultados, la discusion y las conclusiones
correspondientes y finalmente, en el apéndice O se describen algunas técnicas de biologia
molecular relacionadas con este trabajo de investigacion.



QL GBWLD < 9 CAPITULOI LGN 9

FiSICA DE LA INTERACCION DE LA RADIACION CON LA MATERIA Y
FUNDAMENTOS DE DOSIMETRIA

En este capitulo se discuten conceptos relacionados con la descripcién de los campos de la
radiacion ionizante, las nociones bésicas de la interaccién de la radiacion con la materia y una
introduccidn sobre los dosimetros Fricke y Termoluminiscentes.

1.1 Fisica atdbmica y Radiacion

A finales del siglo XIX el entendimiento del ser humano sobre los fenémenos fisicos parecia
descansar sobre bases firmes. Las tres leyes de Newton aportaron conocimiento sobre el
movimiento de los objetos asi como de su interaccion al ejercer fuerzas unos sobre otros
intercambiando energia y momento. EI movimiento de los planetas y cuerpos celestes fue explicado
por la ley de gravitacion de Newton y para entonces, la mecénica clasica tenia 200 afios de
antiguedad y la experiencia habia demostrado que funcionaba bien.

A principios de dicho siglo, las ideas de Dalton revelaron la naturaleza atdmica de la materia y en la
década de 1860-1870 Mendeleiev propuso el sistema periddico de los elementos quimicos. La
aparentemente vasta variedad de materia en el mundo fue reducida conceptualmente a la existencia
de un ndmero finito de elementos quimicos, cada uno constituido por idénticas unidades
denominadas 4tomos. Cada elemento emitia y absorbia su propia luz caracteristica, la cual pudo
analizarse en un espectrofotdmetro y establecerse como una ‘marca’ precisa del elemento.

Maxwell propuso un conjunto de ecuaciones diferenciales que explicaban el conocido fenémeno
electromagnético y predijo que una carga eléctrica acelerada debia radiar energia electromagnética.
En 1888, las ondas electromagnéticas fueron generadas y detectadas por Hertz confirmando
admirablemente la teoria de Maxwell. Cerca del final del siglo X1X la percepcién del hombre de la
naturaleza del espacio, tiempo, materia y energia parecia ser fundamentalmente correcta. Mientras
la investigacion en Fisica continuaba, las leyes basicas del universo fueron consideradas como
conocidas. Muy pocas voces predijeron la llegada a la costa del conocimiento, de una ola
revolucionaria en Fisica que transformaria nuestra percepcion del universo en algo inimaginable a
principios del siglo XX.

1.1.1 Descubrimiento de los rayos X

El totalmente inesperado descubrimiento de los rayos X por Réntgen el 8 de Noviembre de 1895 en
Wuerzburg, Alemania representa un parteaguas en la historia de la radiacion ionizante en la fisica
moderna.

En el afio de 1859 Julius Pliicker descubrid que en los tubos de descarga al vacio aparecia una
luminiscencia en la pared de vidrio que estaba enfrente del catodo y, debido a que el &nodo estaba
colocado en el otro lado del tubo, concluyé que esa aparicion no era el resultado de la transmision
eléctrica del catodo al anodo, sino que la luminiscencia era causada por otro tipo de rayos a los
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cuales llamé ‘‘rayos de luz negativa’’. Diez afios después, Johann Wilhelm Hittorf, alumno de
Plucker, encontré que los campos magnéticos eran capaces de desviar €sos rayos y, posteriormente,
Eugen Goldstein demostré que habia desviacion de los rayos en un campo eléctrico y les dio el
nombre de ‘‘rayos catddicos’’.

Philipp Lenard, asistente de Heinrich Hertz, continud los experimentos con los nuevos rayos. Asi,
en el afio de 1893, Lenard reemplazé parte del tubo de vidrio donde llegaban los rayos catddicos
con un pedazo de papel de aluminio muy fino (‘‘ventana de Lenard’’) y encontr6 que dichos rayos
eran capaces de salir del tubo.

Rontgen, fascinado por los experimentos de Lenard, empezé a trabajar con los rayos catddicos en el
verano de 1894. Rontgen observd que un papel impregnado con un reactivo quimico, Ba[Pt(CN),],
brillaba con los rayos que emanaban del tubo de descarga. Este fendbmeno, que parecia no tener
importancia, le dio a Réntgen la pauta para descubrir a los misteriosos rayos X. Cada vez que
interrumpia el circuito del tubo, Réntgen observaba que el papel dejaba de brillar en forma
instantanea y cuando volvia a cerrarlo el brillo retornaba inmediatamente. De aqui concluyé que
este efecto no podia ser causado por los rayos catddicos, porque al salir de la ventana de Lenard los
rayos s6lo eran capaces de desplazarse unos centimetros en el aire y desaparecian, por lo que no
podian alcanzar al papel que se encontraba lejos del tubo. Asi que consider6 que debia ser otro tipo
de rayos, hasta ese tiempo desconocidos, el que provocaba tal fenémeno.

Finalmente, el 28 de diciembre de 1895 entregd un manuscrito de diez paginas con el titulo “‘Sobre
un nuevo tipo de rayos’’ junto con una fotografia, la cual mostraba el esqueleto de la mano de su
esposa, a la consideracion del Secretario de la Sociedad Médico-Fisica de Wirzburg, con la
recomendacién de publicarlo de inmediato en sus anales.

El 23 de enero de 1896 Rontgen hizo una demostracién dramatica en la Sociedad Médico-Fisica al
tomar una radiografia de la mano del profesor Von Kolliker quien, profundamente emocionado,
propuso llamar a los rayos X ‘‘rayos Rontgen’’. Desde ese dia en Alemania todavia se habla de
“‘rayos Rontgen’’ aunque en otros paises siguen siendo rayos X. En sus tres publicaciones
(diciembre de 1895, marzo de 1896 y marzo de 1897) Rontgen se dedicd a informar sobre las
propiedades de los recién descubiertos rayos X, demostrando que pueden penetrar metales u otros
materiales duros, pueden compensar cargas eléctricas y que su absorcion depende de los materiales
que penetran. Ademas encontré que su intensidad disminuye con el cuadrado de la distancia y que
los catodos de platino son apropiados para generarlos.

Animados con el descubrimiento de los rayos catddicos y los rayos X, muchos fisicos empezaron a
experimentar con ellos. Asi, mientras unos estudiaban sus propiedades, otros buscaban nuevos tipos
de radiaciones, dando lugar a otros descubrimientos importantes como la radioactividad en 1896, en
Paris, por Henri Becquerel. La aplicacion de los rayos X en la medicina fue de un gran impacto, ya
que gracias a ellos naci6 la radiografia como una herramienta de diagnostico clinico. Fue asi como
desde 1896 fueron fundados algunos institutos dedicados a esta rama de la Medicina (la radiologia).
Sin embargo, los cientificos también encontraron muy rapido los efectos laterales negativos que
provocaba el empleo prolongado de los rayos X; por ejemplo, informaron que ‘“‘al igual que los
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rayos del sol, los rayos X tenian la propiedad de quemar la piel’’ y poco a poco aprendieron a
distinguir entre la aplicacion dtil y los riesgos que conlleva su uso.

1.2 Radiacion

La radiacion es el proceso de transmision de ondas o particulas a través de algun medio o el vacio,
el término también se emplea para las propias ondas o particulas. La radiacion ‘ionizante’ se
caracteriza generalmente por su habilidad para ionizar y excitar &tomos de la materia con la cual
interacciona. Puesto que la energia necesaria para expulsar un electron de valencia es del orden de
4-25 eV [Attix, 1986], la radiacion debe llevar energia cinética o energia cuantica, segun sea el
caso, superior a este intervalo de energia para ser llamada ionizante. Este criterio incluye radiacion
electromagnética con longitudes de onda superiores a 320 nm, donde se incluye gran parte de la
banda de radiacion ultravioleta (=10-400 nm). Sin embargo, para propdsitos practicos esta
radiacion ionizante -UV- no es usualmente considerada en el contexto dosimétrico debido a su poca
capacidad de penetracion en la materia mientras que otros tipos de radiacién ionizante son
generalmente méas penetrantes [Attix, 1986], no obstante, estudios cientificos recientes sugieren que
las altas exposiciones a la radiacion de la banda UVA (315-400 nm) contribuye en la induccion de
cancer de piel. Por otra parte, a pesar de que la radiacion de la banda UVA tiene una mayor
penetracion en la piel que la correspondiente a UVB (280-315 nm), el espectro de accion (relacion
entre una respuesta biolégica y las longitudes de onda absorbidas) indica que es la radiacion en el
intervalo UVB la que es absorbida por el ADN, siendo el subsecuente dafio a éste el factor clave en
la iniciacion del proceso carcinogénico en la piel [WHO, 2006].

Los tipos mas importantes de radiacion ionizante que interesan en este estudio son:
1.- Rayos y. Radiacion electromagnética emitida por un ndcleo atdmico o liberada en un
proceso de aniquilacion entre materia y antimateria. La energia cuéantica de cualquier fotén
electromagnético esta dada por:
E =hv= he
' A
donde h = 6.626 x 10°>* J s es la constante de Planck, v es la frecuencia asociada al fotén, A su
longitud de onda y c la velocidad de la luz en el vacio. El intervalo practico de las energias de
los fotones emitidos por atomos radiactivos comprende desde 2.6 keV hasta 7.1 MeV (emitidos

por *N).

2.- Rayos X: Radiacion electromagnética emitida por particulas cargadas (usualmente
electrones) al cambiar de nivel de energia atomico (llamados rayos X caracteristicos o de
fluorescencia) o al disminuir su velocidad al interaccionar con un campo de fuerza coulombiano
(rayos X continuos o bremsstrahlung). Nétese que los fotones de rayos X y rayos y de una
energia dada poseen idénticas propiedades fisicas, la diferencia entre ellos es Gnicamente su
origen.

3.- Electrones rapidos: Si poseen carga positiva se denominan positrones. Si son emitidos por
un nucleo atémico usualmente se denominan rayos 3 (positivos o negativos). Si son el resultado
de una colision con una particula cargada se conocen como rayos 8. Los haces intensos
continuos de electrones de energia mayor que 12 MeV son producidos en generadores Van de
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Graaff, y los haces pulsados de electrones con energias mayores son producidos por
aceleradores lineales, betatrones y microtrones.

4.- Particulas cargadas pesadas: Usualmente se obtienen por aceleracion mediante un campo
de fuerza coulombiano en un generador Van de Graaff, ciclotrones o aceleradores lineales de
particulas pesadas. Algunas particulas son emitidas por algin nicleo radiactivo como las
particulas alfa, protones, deuterones, tritones, piones y otros tipos de nlcleos de atomos ligeros
cargados.

5.- Neutrones: Particulas neutras obtenidas por reacciones nucleares [V.gr. reacciones (p,n) o
fision] ya que no pueden ser aceleradas electrostaticamente [Attix, 1986].

La radiacion ionizante puede ser:

a) Radiacion directamente ionizante: Particulas cargadas que depositan su energia a la
materia de forma directa mediante numerosas interacciones coulombianas a lo largo de su
trayectoria.

b) Radiacién indirectamente ionizante: Particulas no cargadas (Rayos X, y o neutrones) las
cuales transfieren su energia inicialmente a particulas cargadas del material por el cual
atraviesan, siendo éstas Gltimas las que depositan su energia en la materia.

Los sistemas biolégicos son particularmente susceptibles al dafio por radiacién ionizante, tanto que
la absorcién de una cantidad de energia relativamente baja (~4 J kg™) en cuerpo entero puede
causar la muerte, aun cuando esta cantidad de energia es la necesaria para elevar la temperatura
corporal en 0.001°C [Attix, 1986]. Claramente, la habilidad de la radiacién ionizante para impartir
energia a atomos individuales, moléculas y células tiene profundos efectos consecuentes. Las
concentraciones de energia absorbida, puntualmente localizadas, pueden provocar la muerte celular
tanto directamente como a través de la formacién de especies quimicas altamente reactivas tales
como los radicales libres (discutidos en la seccion 2.4.3).

1.3 Descripcion de campos de radiacion ionizante

Si se considera un punto P en un campo de radiacion ionizante y tratamos de contestar a la pregunta
de ¢cuantos rayos (i.e., fotones o particulas) pasan por el punto P por unidad de tiempo?, la
respuesta seria ninguno, puesto que un punto no posee area de seccion transversal con la cual los
rayos puedan colisionar. Debido a esto el primer paso para describir el campo en el punto P es
asociar algun volumen diferente de cero a tal punto. ElI volumen mas simple que se puede
considerar es el de una esfera con centro en P como se muestra en la Figura 1.1, el cual tiene la
ventaja de presentar la misma &rea de seccion transversal a los rayos incidentes en cualquier
direccion [Attix, 1986].

—
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Circulo de
area a o da

Rayo incidente Volumen ¥V o dV°

masa m o dm

Figura 1.1 Caracterizacién de un campo de radiaciéon en el punto P en términos de la radiaciéon que
atraviesa la superficie esférica S [Attix, 1986].

1.3.1 Fluencia

Basandose en la Figura 1.1, sea N, el valor esperado del nimero de rayos que pasan por una esfera
finita que rodee al punto P durante un intervalo de tiempo que va desde un tiempo inicial arbitrario
ty hasta un tiempo t [Attix, 1986]. Si la esfera se reduce a un tamafio infinitesimal alrededor de P
con un area transversal da se puede definir una magnitud denominada fluencia (®) como

dN,
da

®= [m20cm?] [1.1]

1.3.2 Densidad de flujo (o tasa de fluencia)

La fluencia @ esta definida por la ecuacion 1.1 para cualquier valor de t dentro del intervalo desde t
=1, (donde ® = 0) hasta t = t;4 (donde @ = ®). Entonces para cualquier tiempo t dentro de este
intervalo se puede definir la densidad de flujo o tasa de fluencia en P como

do  d (dN
_do _d[dN, 1.2
= dt( j [1.2]

da

donde d® es el incremento de fluencia durante el intervalo de tiempo infinitesimal dt al tiempo t.
Las unidades usuales de la densidad de flujo son m?s™ o cm™s™ [Attix, 1986].

1.3.3 Fluencia de energia
La magnitud descriptiva mas simple de un campo de radiacion que toma en cuenta las energias de
los rayos individuales es la fluencia de energia ¥, la cual suma la energia de todos los rayos
incidentes. Sea R el valor esperado de la energia total (sin contar la energia de la masa en reposo)
que llevan los N, rayos que pasan por una esfera finita con centro en P durante un intervalo de
tiempo [to, t] [Attix, 1986]. Si la esfera se reduce a un tamafio infinitesimal alrededor de P se define
una magnitud denominada fluencia de energia ¥ como
Y= ?j_z [Jm?oergcm? [1.3]

En el caso particular en gue solamente hay rayos monoenergéticos de energia E presentes, las

ecuaciones 1.1y 1.3 se relacionan por
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Las energias individuales de fotones y particulas estan ordinariamente dadas en MeV o keV, las
cuales pueden ser convertidas a ergs y joules mediante el uso de las siguientes equivalencias:
1 MeV =1.602 x 10° erg = 1.602 x 10™J
lerg=10"J=6.24 x 10° MeV [1.6]
1J=6.24 x 10" MeV = 10’ erg

1.3.4 Densidad de flujo de energia (o tasa de fluencia de energia)
La fluencia de energia W esta definida para todos los valores de t desde t = t, (donde ¥'= 0) hasta t
= tmax (donde ¥ = ¥,4). Entonces para cualquier tiempo t dentro de este intervalo se define la
densidad de flujo de energia o tasa de fluencia de energia en el punto P como
dy d(dR

WZEZE(EJ [1.7]
donde dy es el incremento de la fluencia de energia durante el intervalo de tiempo infinitesimal dt
al tiempo t [Attix, 1986]. Las unidades usuales de la densidad de flujo son Jm?s™ o erg cm™?s™.

1.4 Descripcién de un haz de fotones

El estudio racional de la dosimetria conlleva el estudio del concepto de atenuacion exponencial, el
cual es relevante para radiacion ionizante no cargada (i.e., fotones y neutrones) que pierde su
energia en relativamente pocas interacciones al contrario que las particulas cargadas, las cuales
pierden su energia de manera gradual sufriendo muchas interacciones. Un fotdn tiene una
probabilidad significativa de pasar a través de una capa gruesa de materia sin perder energia (sin
interaccionar) mientras que una particula cargada siempre pierde parte o toda su energia. Los
fotones no tienen un alcance en la materia mas alla del cual no puedan penetrar, por su parte, las
particulas cargadas si poseen alcance.

Consideremos un haz paralelo de N, fotones monoenergéticos que incide perpendicularmente sobre
una placa de material de espesor L como se muestra en la Figura 1.2, suponiendo, para este caso
ideal, que cada foton incidente tiene dos posibilidades: es completamente absorbido en una sola
interaccion sin producir radiacion secundaria o pasa a través de la placa sin cambios en su direccién
y energia [Attix, 1986].

—
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Figura 1.2 Atenuacién exponencial simple [Attix, 1986]

Sea p -1 la probabilidad de que un fotdn interaccione en una unidad de espesor de material

atravesado, entonces la probabilidad de que interaccione en un espesor infinitesimal dl es xdl. Si N
fotones inciden sobre dl, el cambio dN debido a absorcién es

dN = — «Ndl [1.8]

= N, =Nge** [1.9]

donde N_ es el numero de fotones que atraviesa la placa, p se conoce como el coeficiente lineal de

atenuacion y estd dado tipicamente en unidades de cm™ o m™ y cuando éste se divide por la

densidad -p- del medio atenuador se denomina coeficiente mésico de atenuacion w/p (cm’g™ o
m’kg™) [Attix, 1986].

Magnitudes que describen la interaccion de la radiacion ionizante con la materia

1.4.1 Kerma

El Kerma K se define en términos de la magnitud estocastica denominada energia transferida ; y la
energia radiante R. La energia transferida en un volumen V es:

&= (Ry), ~(Ru o +2.Q [1.10]

donde (R;,), = energia radiante de particulas no cargadas que entran a V,

(ROut )mnr = energia radiante de particulas no cargadas que salen de V excepto la originada por

u
pérdidas radiativas de energia cinética por particulas cargadas mientras estan en
Vy
ZQ = energia neta derivada de masa en reposo en V.

Por pérdidas radiativas se entiende la conversion de energia cinética de particulas cargadas en
energia de fotones como radiacion de frenado (bremsstrahlung) o aniquilacion en vuelo de
positrones. En el Gltimo caso la energia cinética que lleva el positron al instante de la aniquilacion
es considerada como pérdida radiativa. Por otra parte, la energia radiante se define como la energia
de particulas (excluyendo la energia de la masa en reposo) emitida, transferida o recibida [Attix,
1986].

—
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De la ecuacién 1.10 se puede notar que la energia transferida es simplemente la energia cinética
recibida por particulas cargadas en el volumen finito V, sin tener en cuenta dénde o como gasten
dicha energia. Sin embargo, la energia cinética transferida de una particula cargada a otra no esta
contemplada en g.

Ahora puede definirse el Kerma K en un punto de interés P en V como
— d (8tl’ )e — dgtr

dm dm
donde (&) €s el valor esperado de la energia transferida en un volumen finito V durante algun

intervalo de tiempo arbitrario, d(&;). es la misma magnitud definida para un volumen infinitesimal
dv en el punto interno P y dm es la masa de dV [Attix, 1986].

[1.11]

El Kerma es entonces el valor esperado de la energia transferida a particulas cargadas por unidad de
masa en un punto de interés incluyendo pérdidas de energia radiativas pero excluyendo energia
transmitida de una particula cargada a otra.

El Kerma puede expresarse en unidades de erg g, rad o J kg™. Esta Gltima combinacién de
unidades se denomina gray (Gy) en honor a L. H. Gray, pionero en dosimetria. Aunque
oficialmente ya no se utiliza, algunas personas siguen utilizando el rad como unidad,
afortunadamente estas unidades estan simplemente relacionadas por:

1Gy=1Jkg*=10°rad = 10*erg g* [1.12]

Para fotones monoenergéticos el Kerma en el punto P esta relacionado con la fluencia de energia
mediante el coeficiente méasico de transferencia de energia (uy/p)ez, €l cual depende de la energia
del fotén E y el nmero atémico Z del material en P:

K = T(”—tj [1.13]
p E.Z

Aqui 24 es conocido como el coeficiente lineal de transferencia de energia [m™ o cm™], p es la
densidad [kg m® 0 g m?®] y ¥ es la fluencia de energia en P [J m?o erg cm™].

1.4.2 Componentes del Kerma

El Kerma de fotones consiste en energia transferida a electrones y positrones por unidad de masa

del medio. La energia cinética de un electron puede transferirse de dos formas:
1.- Por interacciones Coulombianas con electrones atdmicos del medio absorbente originando
disipacion local de energia, como ionizacion y excitacion, en la trayectoria del electron. Estas
son llamadas interacciones de colision.
2.- Por interacciones radiativas con el campo de fuerza Coulombiano del ndcleo atémico donde
se emite radiacion de frenado (bremsstrahlung). Los fotones emitidos son relativamente mas
penetrantes comparados con los electrones y llevan su energia cuéntica lejos de la trayectoria de
éstos [Attix, 1986].

Adicionalmente, un positron pierde su energia cinética por aniquilacion en vuelo, donde la energia
cinética de la particula en el instante de la aniquilacién aparece como energia cuantica extra de los
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fotones resultantes. Este también es un proceso que resulta en pérdida radiativa de la energia
cinética de los electrones.

Puesto que el kerma incluye la energia transmitida a particulas cargadas que puede perderse a través
de colisiones y por interacciones radiativas, el kerma puede entonces dividirse en dos componentes
relacionadas con la forma en la que se pierde dicha energia: si se gasta en la produccion de
ionizaciones y excitaciones (K.) o es transportada lejos por los fotones (K,) [Attix, 1986]. Entonces:

K=K, +K, [1.14]
donde los subindices se refieren a Colisidn e interacciones Radiativas, respectivamente.

Para fotones monoenergéticos, el kerma de colision (K.) esta relacionado con la fluencia de energia
Y mediante otro coeficiente dependiente de la energia y el medio absorbente (uen/p)ez conocido
como el coeficiente masico de absorcion de energia, de forma que la ecuacion analoga a la relacion
[1.13] es

K, = Lp(ﬂ_j [1.15]
,0 E.Z
donde las unidades son iguales a las dadas en la ecuacion 1.13.

1.5 Dosis absorbida

Para caracterizar el efecto de la radiacion sobre materia viva o inanimada, se definen magnitudes
relacionadas con la forma en que se absorbe la radiacion. En general, cuando un cuerpo se
encuentra en un campo de radiacién electromagnética, una parte de esta radiacion incidente sobre él
se absorbe y otra parte lo atraviesa, el efecto producido depende de la cantidad de radiacion
absorbida.

La dosis absorbida D puede definirse en términos de la magnitud estocastica conocida como
energia impartida €. La energia impartida por la radiacion ionizante a un material de masa m en un
volumen finito V se define como:

&€= (Rin)u - (Rout)u + (Rin)c - (Rout)c + ZQ [116]
donde (R,,),y > Q estan definidas de igual forma que en la ecuacion [1.10], (R,, ), es la energia

radiante de particulas no cargadas que salen de V, (R, ). es la energia radiante de las particulas

cargadas que entranen V'y (R, ). es la energia radiante de las particulas cargadas que abandonan

V. La dosis absorbida D en un punto P en V puede definirse entonces como
p - 9 [J-kg™ = Gy] [1.17]
dm
donde ¢ es el valor esperado de la energia impartida a la materia por unidad de masa en un punto
[Attix, 1986]. Las unidades de la dosis absorbida son las mismas que las usadas para el kerma:
erg-g™, rad o Gy.

Debe notarse que D representa la energia por unidad de masa que permanece en la materia en P
para producir cualquier efecto atribuible a la radiacion. Algunos tipos de efectos son proporcionales

L]
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a D, mientras que otros dependen de D en formas mas complicadas. La dosis absorbida es la
magnitud mas importante en dosimetria.

1.5.1 Equilibrio de Particula Cargada

Una caracteristica de la radiacion indirectamente ionizante, es la de depositar su energia a través de
un proceso de dos etapas. En la primera etapa se produce la interaccion por la cual se transfiere
energia a particulas secundarias cargadas y en la segunda etapa, estas particulas secundarias
depositan energia en la materia. Por lo tanto, la contribucion a la dosis absorbida a través de la
interaccién de radiacion indirectamente ionizante en forma directa es insignificante. Si bien cada
interaccion inicial implica la transferencia, en un solo evento, de una gran cantidad de energia, son
las particulas cargadas secundarias producidas las que imparten energia en una sucesion de eventos
de ionizacion y excitacién; fendmenos que en forma colectiva seran los causantes del efecto
observado.

En dosimetria de la radiacion, es muy importante Ilevar a cabo mediciones de dosis absorbida. Para
tal efecto, resulta conveniente relacionar algunas magnitudes basicas cuando se satisfacen ciertas
condiciones en la irradiacion. Una de estas condiciones se conoce como equilibrio de particula
cargada (EPC), que tiene lugar en un volumen v cuando cada particula cargada, de un tipo y energia
dados, que sale de v es reemplazada por una particula idéntica de la misma energia que entra a v, en
términos de valores esperados.

Sea un medio homogéneo de volumen V que contiene un pequefio volumen v, donde las fronteras
entre v y V se encuentren separadas al menos la distancia de penetracion maxima de cualquier
particula cargada secundaria presente. Si se satisfacen las siguientes condiciones en V entonces
existe EPC en el volumen v (en el limite no estocastico):

a.  Lacomposicion atomica del medio es homogeénea.

b.  Ladensidad el medio es homogénea.

c.  Existe un campo uniforme de radiacion indirectamente ionizante (la atenuacion de

fotones debe ser despreciable al pasar por el medio).
d.  No hay campos eléctricos 0 magnéticos inhomogéneos presentes.

Bajo estas condiciones y reduciendo v al volumen infinitesimal dv con masa dm en un punto de
interés P, la dosis absorbida esta dada por

EPC /1

D = K, =¥~/ [1.18]
,0 E,Z

Esta es una relacion muy importante ya que iguala la magnitud medible D con la magnitud

calculable K, [Attix, 1986].

1.6 Transferencia lineal de energia (LET)

El depdsito de energia por particulas cargadas en un medio absorbente es importante para
cuantificar la dosis y su efectividad bioldgica, debido a que para una dosis dada, los efectos
bioldgicos dependen del tipo de particula que haya depositado dicha dosis. Como una medida de la
tasa de absorcién de energia se emplea la magnitud denominada transferencia lineal de energia
(LET, por las siglas en inglés de Linear Energy Transfer) definida como
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dl
donde dE es la energia promedio impartida localmente al medio absorbente por una particula
cargada de energia especifica al atravesar una distancia dl. Para un tipo dado de particula cargada, a
mayor energia menor LET y por consiguiente menor efectividad bioldgica [Hall, 1994].

L= —[dE} [keV um™] [1.19]

1.7 Interaccion de rayos ycon la materia
Existen 5 tipos de interaccion de los rayos y con la materia:
1.- Efecto Compton
2.- Efecto fotoeléctrico
3.- Produccién de pares
4.- Dispersion Rayleigh
5.- Interacciones fotonucleares

Las primeras tres interacciones son las mas importantes pues dan como resultado la transferencia de
energia a electrones, los cuales impartirdn esa energia a la materia mediante interacciones
coulombianas a lo largo de su trayectoria. En la dispersion Rayleigh el fotén es dispersado
ligeramente a un angulo pequefio sin pérdida de energia. Las interacciones fotonucleares son
significativas Gnicamente a energias mayores que unos pocos MeV, produciendo neutrones a través
de una reaccion (y, n) con la consecuente radioactivacion del medio irradiado.

El coeficiente masico total de atenuacién para interacciones de rayos vy, despreciando interacciones
fotonucleares puede escribirse, en unidades de cm?g™ o m’kg™, como
H_T 9,5, % [1.20]
p P P p P
donde t/p es la contribucion del efecto fotoeléctrico, o/p la correspondiente al efecto Compton, k/p

a produccion de pares y or/p a dispersion Rayleigh.

La importancia relativa del efecto Compton, el fotoeléctrico y la produccion de pares depende de la
energia del foton (E, = hv) y del nimero atomico Z del medio de absorcion. La Figura 1.3 indica

las regiones de Zy E, en las cuales predomina cada interaccion. Las curvas muestran donde dos

tipos de interaccion son igualmente probables.
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Figura 1.3 Importancia relativa de las tres interacciones mds importantes de rayos-y. Las curvas

muestran los valores de Z y E, para los cuales dos tipos de efecto son igualmente probables
[Attix, 1986].

1.7.1 Efecto Compton

El efecto Compton predomina a energias intermedias, con un intervalo amplio de energia que va
desde los 20 keV hasta los 30 MeV, disminuyendo fuertemente su probabilidad de interaccion al
aumentar el nimero atémico del medio absorbente. Para describir el efecto Compton se supone que
el electrén involucrado esta inicialmente en reposo y no ligado. Aunque estas suposiciones no son
rigurosas, ya que los electrones ocupan varios niveles de energia atomicos ademas de encontrarse
en movimiento y estar ligados al ntcleo atémico, los errores resultantes no causan consecuencias en
aplicaciones de dosimetria debido a que el efecto fotoeléctrico domina en las condiciones de Z alta
y hv baja, donde los efectos de ligadura son mas importantes [Attix, 1986].

La dispersion Compton ocurre cuando un fotén de energia hv interacciona con un electrén (en
reposo y no ligado), parte de la energia del fotdn se transfiere al electron y el resto sale en forma de
otro fotén (denominado foton Compton). Como resultado de la interaccion, el fotén Compton sale
con un angulo ¢y energia hv’, mientras que el electrén es dispersado a un angulo @y con energia
cinética T (Figura 1.4).

—
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Figura1.4 Cinemadtica del Efecto Compton [Attix, 1986].

La conservacion de la energia y del momento lineal aplicada a la cinematica del efecto Compton da
como resultado tres ecuaciones que proveen una descripcion completa del proceso:

hv = 1.022 MeV +T~ +T* [1.21]

T=hv-hv' [1.22]

cotd = [1+ hv jtan(?j [1.23]
m,C 2

donde myc® es la energia de la masa en reposo del electron (0.511 MeV) y hv, hv’ y T estén
expresadas en MeV [Attix, 1986].

De las relaciones anteriores se obtiene que la energia cinética maxima del electron T ocurre en
una colision frontal (6= 0°) con un fotén de energia final 4v
hv

hv' = ——————— 1.24

™ 1+ 2hv/ m,c? [1.24]
2(hvY’

T =NV — V' = (—)2 [1.25]
2hv+m,c

La energia hv’ de los fotones retrodispersados (¢ = 180°) tiende a 0.2555 MeV para fotones
incidentes de altas energias, mientras que T tiende a hv — 0.2555 MeV.

La probabilidad de que un foton sea dispersado por efecto Compton por unidad de distancia (o) fue
obtenida por O. Klein y Y. Nishina en 1928 aplicando la teoria de dinamica cuéantica relativista de
Dirac. El coeficiente masico de atenuacion para el efecto Compton obtenido fue

o _ N,Z

Ne)
o, A
donde Nx = nimero de Avogadro (6.022 x 10%° mol™),

[1.26]

Z = numero de electrones por &omo de un elemento o por molécula de un
compuesto,
A = peso molecular del elemento o compuesto (nimero de gramos por mol de material),

p = densidad del material y
<0 = seccion eficaz electronica de Klein-Nishina de un foton dispersado a un angulo ¢.

[=]
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La seccion eficaz .o es independiente del niimero atémico (.o o« Z°), por lo que la relacion [1.26] es
aproximadamente independiente de Z. Esto se debe a que el intervalo de valores del cociente Z/A
esta entre 0.5 y 0.4, tendiendo a disminuir gradualmente conforme aumenta Z. La Unica excepcion
es el hidrégeno para el cual Z/A = 1. Como Z/A es practicamente constante, se tiene que el
coeficiente mésico de atenuacion Compton es aproximadamente independiente de Z, por lo que es
basicamente el mismo para todos los materiales [Attix, 1986].

1.7.2 Efecto fotoeléctrico

El efecto fotoeléctrico es la interaccién mas importante entre fotones de baja energia y la materia.
Ocurre cuando un foton incidente de energia hv interacciona con un electrén de las capas internas
de un atomo con energia de ligadura E, (el efecto fotoeléctrico no puede llevarse a cabo a menos
que hv > Ey). El fot6n es totalmente absorbido en la interaccion (Figura 1.5).

Atomo

Figura 1.5 Cinematica del efecto fotoeléctrico [Attix, 1986].

La energia cinética que adquiere el electron es independiente de su angulo de dispersion 0 y esta
dada por:

T=hv-E —-T, [1.27]

T=hv —-E, [1.28]

La energia cinética T, transferida al atomo en retroceso es aproximadamente cero y se desprecia. Ya

que el foton es totalmente absorbido, no hay foton dispersado como en el efecto Compton, que

ayude a la conservacion del momento. En el efecto fotoeléctrico ese papel es asumido por el &tomo

en retroceso cuyo momento p, no debe despreciarse.

El coeficiente mésico de atenuacion para el efecto fotoeléctrico cumple la proporcionalidad:
> ()
— oC P
p o \hv [1.29]

Esta relacion muestra el gran dominio del efecto fotoeléctrico a bajas energias de fotones
incidentes, especialmente para medios absorbentes de elevado nimero atémico [Attix, 1986].

1.7.3 Produccién de pares
La produccién de pares es un proceso en el cual un fotén interacciona con un campo de fuerza
coulombiano, usualmente el cercano a un nucleo atémico. El foton desaparece cediendo su energia

—
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en la creacion de un electrén y un positron. Este fendmeno es un ejemplo de la materializacion de la
energia predicho por la teoria de la relatividad especial (E = mc?) y esta descrito exactamente por la
electrodindmica cuantica. Si bien este proceso usualmente se lleva a cabo en las cercanias de un
nucleo atémico, también puede tener lugar, aunque con menor probabilidad, en el campo de un
electron. A este proceso se le conoce como ‘produccion de tripletes’ debido a que el electron que
provee el campo de fuerza coulombiano adquiere una energia cinética significativa en la
conservacion del momento [Attix, 1986].

Se requiere un minimo de energfa superior a 2m,c? = 1.022 MeV para que este evento pueda ocurrir
y el remanente de energia se comparte como energia cinética entre ambas particulas. La Figura 1.6
ilustra esquematicamente el evento de produccion de pares en el campo del nucleo.

nucleo

T=0

a

Figura 1.6 Produccion de Pares [Attix, 1986]

El foton incidente con energia hv cede su energia cuantica en la creacion de un par electrén-positron
con energias cinéticas T ~ y T *. La conservacion de la energia, ignorando la energia cinética
impartida al nucleo es simplemente:
hv = 2m,c® +T +T*
hv = 1.022 MeV +T +T" [1.30]

El electron y el positron no necesariamente reciben la misma energia cinética, su energia promedio
esta dada por:
hv —1.022 MeV

T : [1.31]

Para valores de hv arriba de la energia umbral 2m,c?, los pares se dirigen fuertemente hacia delante.
El &ngulo promedio relativo a la direccion del foton incidente es aproximadamente:

2
m%c [radianes] [1.32]

0

112

De la teoria de Bethe y Heitler se obtiene que el coeficiente masico de atenuacion para la
produccion de pares en el campo del nicleo es proporcional a

K 72 (Mj [1.33]

p o
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Nuevamente, como en el efecto Compton, Z/A es practicamente constante y entonces se tiene que

Kez [1.34]
o,

1.8 Fundamentos de Dosimetria

La dosimetria de la radiacién (o simplemente dosimetria) trata de la medicién de la dosis absorbida
resultado de la interaccion de la radiacion ionizante con la materia. Se refiere a la determinacion
(i.e., por medicion o célculo) de las magnitudes tales como la exposicion, el kerma, la fluencia, la
energia impartida, etc. A menudo se mide una sola magnitud (usualmente la dosis absorbida) y se
derivan otras a partir de esta medicion mediante célculos basados en relaciones previamente
establecidas.

La radiacién ionizante no es perceptible por los sentidos, en consecuencia, el ser humano depende
completamente de la instrumentacion para la deteccion y medicion de la radiacién. Un dosimetro
puede definirse generalmente como un dispositivo capaz de proporcionar una lectura r como una
medida de la dosis absorbida D, depositada en un volumen sensible V por radiacion ionizante. Si la

dosis no es homogénea en V entonces r es una medicion de algin tipo de valor medio D, .
Idealmente r es proporcional a D, y cada elemento de volumen de V tiene la misma influencia en

el valor de r, en cuyo caso D, es simplemente la dosis promedio en V. Esta idealizacion es a

menudo, aunque no siempre, una buena aproximacion en la practica con los dosimetros.

La mayoria de los dosimetros exhiben algun grado de no linealidad de r en funcion de la dosis
sobre, al menos, una parte de su intervalo de dosis, 0 puede haber un acoplamiento pobre entre la
sefial que mide la dosis y el aparato de lectura. En general, uno no esta interesado en medir la dosis
absorbida en un dosimetro como un fin, sino como un medio para determinar la dosis (0 una
magnitud relacionada) en otro medio en el cual no se pueden hacer medidas directas. La
interpretacion de una lectura de un dosimetro en términos de la magnitud deseada es el problema
central en dosimetria, lo cual usualmente es mas dificil que la propia medicion. En algunos casos el
dosimetro puede ser calibrado directamente en términos de la magnitud deseada (por ejemplo,
exposicion o dosis al tejido), pero la calibracion en general depende de la energia a menos que el
dosimetro simule, en gran medida, al material de referencia [Attix, 1986].

1.8.1 Dosimetro Fricke (Sulfato Ferroso en medio acido)

El sistema dosimétrico de Sulfato Ferroso conocido como dosimetro Fricke en honor al Dr. Hugo
Fricke [Fricke y Morse, 1927; Fricke y Hart, 1966] esta reconocido como patrén secundario de
referencia para dosimetria de altas dosis [ICRU, 1969; IAEA, 1985] y es ampliamente usado en
dosimetria para los procesos por irradiacion con fines de calibracion. Es un dosimetro quimico en
solucién acuosa 4cida y se basa en la oxidacion de los iones ferrosos (Fe*) a férricos (Fe**) por la
accion de la radiacion en presencia de oxigeno molecular. Es razonablemente estable antes y
después de la irradiacion y es equivalente, con muy buena aproximacion, al agua y a los tejidos
bioldgicos ligeros en cuanto a densidad, nimero atomico y propiedades de absorcion fotonica y
electrdnica, i.e., son equivalentes en cuanto a la dosis absorbida. El sistema tiene muy buena sefial

—
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de respuesta siendo la concentracion de iones férricos producidos practicamente proporcional a la
dosis absorbida, pero en un intervalo limitado de valores de dosis de 40 a 400 Gy.

La medicion se hace habitualmente por métodos espectrofotométricos, disponiéndose de una
relacion funcional bien establecida entre el incremento en la absorbancia, medido a una temperatura
dada y la dosis absorbida. Puesto que los dosimetros acuosos usualmente consisten en soluciones
diluidas, generalmente se supone que la radiacion interacciona con el agua produciendo productos
primarios quimicamente activos. Estos productos, incluyendo radicales libres como He y OHe asi
como productos moleculares tales como el H, y H,O, estan distribuidos heterogéneamente cerca de
la trayectoria de las particulas cargadas.

El campo de los productos medidos se expresa como el “valor G’ el cual es el nimero de entidades
quimicas producidas, destruidas o modificadas por el gasto de 100 eV de energia absorbida:

An
G(x)=—-100 1.35
(x)="¢ [1.35]

donde An es el nimero de moléculas del producto x formado por unidad de volumen y AE es la
cantidad de energia (en eV) absorbida por unidad de volumen. Para la solucién Fricke se sabe que el
valor G para la produccion de iones férricos G(Fe®*) es de 1.607x10° mol-J* [Attix, 1986]
(15.5 + 0.2 moléculas-(100 eV)™ [ICRU, 1969]) para rayos gamma del *°Co.

La solucion estandar Fricke estd compuesta por sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SO4)6N,0) a
0.001 M, NaCl a 0.001 M, y H,SO, a 0.4 M, disueltos en agua tridestilada.

Por su sencillez y precision, el método estandar para determinar la dosis absorbida en este
dosimetro esta dado en términos del cambio en la densidad dptica de una solucidn irradiada con
respecto a otra sin irradiar. La razdn de la intensidad luminosa transmitida a través de una muestra
irradiada y una no irradiada es

1 _qgae0) [1.36]

0

donde A(DO) es el incremento en la densidad éptica. La medicion de A(DO) con un
espectrofotometro es rapida y precisa, ademas de poder obtener mediciones de pequefias cantidades
de Fe**. La absorcion es medida a una longitud de onda de 304 nm ya que a esta longitud la
absorcion debida a los iones Fe?* es menos del 0.05% de la absorcion de los iones Fe*".

La dosis absorbida promedio se calcula mediante
A(DO)

D= 8|G(Fe3+)p

[1.37]

donde &= coeficiente de extincién molar para el Fe** (2187 Lmol™*cm™ a 304 nmy 25°C),
| = grosor de la muestra (1cm),
G(Fe*") = 1.607 x 10 molJ™* para rayos y de *°Co y
p = densidad de la solucién Fricke (1.024 kgL ™ a 25°C).

Sustituyendo estos valores en la ecuacion 1.37 se tiene

—
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D = 278-A(DO) [1.38]

1.8.2 Dosimetros Termoluminiscentes (TLD)

La luminiscencia se define como la desexcitacion de un atomo o molécula a través de la emision de
fotones. EI término luminiscencia abarca diferentes efectos especificos muy similares, cada uno de
los cuales es descrito por la adicion de diferentes prefijos al vocablo luminiscencia. El prefijo
describe generalmente, aunque no de forma absoluta, el origen de la excitacion. Ejemplos de esta
nomenclatura son: Fotoluminiscencia (excitacion debida a fotones de baja energia),
guimioluminiscencia (excitacion derivada de una reaccién quimica), electroluminiscencia
(excitacion por campos eléctricos), radioluminiscencia (excitacion por radiacion ionizante),
sonoluminiscencia (el material se excita con ultrasonidos), etc.

La termoluminiscencia, fluorescencia y fosforescencia son formas particulares de luminiscencia que
no estan relacionadas con los medios de excitacién sino con el periodo de tiempo después del cual
ocurre la emision de fotones. El proceso luminiscente involucra la transferencia de energia a
electrones llevandolos a un mayor nivel energético. Cuando los electrones excitados regresan
rapidamente a su estado base mediante la emisién de radiacion (del orden de 10 ns), el proceso se
denomina fluorescencia. Por el contrario, cuando existen ‘trampas’ para electrones en el material
(estados metaestables), el tiempo que les lleva a los electrones regresar a su estado base es
relativamente mayor (méas de 100 ms), este proceso se conoce como fosforescencia.

La transicién de electrones directamente desde un estado metaestable al estado base esta prohibida.
Los estados metaestables representan trampas para electrones y éstos requieren energia para
abandonar las trampas hacia estados excitados. Esta energia puede obtenerse en forma de radiacién
Optica (fotoestimulacion) o como estimulacién térmica. La probabilidad de escape p de un electrén
desde un estado metaestable a un estado excitado esta gobernada por la ecuacion de Boltzmann:

p =se (AE/KT) [1.39]

donde s es el factor de frecuencia, AE es la diferencia de energia entre los estados base y
metaestable (cominmente denominada ‘profundidad de la trampa’), k es la constante de Boltzmann
y T es la temperatura.

Al elevar la temperatura, la probabilidad de escape de un electron aumenta, lo cual acelera el
proceso fosforescente. A este proceso se le denomina termoluminiscencia. El espectro de emision
termoluminiscente de un material depende de la especie de los atomos luminiscentes presentes.
Dado que existen diversas fuentes posibles de excitacién que producen termoluminiscencia, se
usara este término para describir a la emision originada por la absorcién de radiacién ionizante de
acuerdo con la practica comun.

La produccidn de termoluminiscencia en un material por radiacion ionizante puede dividirse en dos
fases:

i) ionizacion y captura de electrones

i) recombinacion entre huecos y electrones con emision de luz.

La Figura 1.7 ilustra la configuracién de bandas de energia para cada etapa.

—
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Figura 1.7 Modelo de bandas de energia para Termoluminiscencia [Shani, 1991]

En primer lugar la radiacion ionizante es absorbida en el material y se liberan electrones. Lo cual es
equivalente a transferir electrones de la banda de valencia a la banda de conduccién (paso 1). Estos
electrones tienen libertad de movimiento a través del cristal (paso 2), pero si estdn presentes
trampas, tales como E, los electrones son capturados (paso 3). La produccion de electrones libres
estd asociada con la produccién de huecos libres positivos los cuéles pueden migrar, en términos
energéticos, via la banda de valencia (paso 2°). Los huecos producidos pueden ser capturados en
trampas para huecos tales como H (paso 3’). La mayoria de estos huecos capturados son
térmicamente inestables y pueden decaer rapidamente a temperatura ambiente (paso 4”).

Los electrones capturados pueden permanecer en sus trampas hasta que adquieran suficiente energia
para escapar, esta energia se determina por dos factores principales: la profundidad de las trampas y
la temperatura del material. Si se eleva la temperatura del material, los electrones atrapados pueden
adquirir suficiente energia térmica para liberarse (paso 4). Los electrones liberados pueden
recombinarse con huecos en los llamados ‘centros de luminiscencia’ tales como L, Yy el exceso de
energia se emite en forma de un fotén luminoso (paso 5) [Shani, 1991].

Ya que una sola trampa para electrones puede contener n electrones, conforme se aumenta la
temperatura del cristal se empieza a emitir una cantidad de luz que aumenta hasta un valor méximo
y después disminuye, por el relativo agotamiento de los electrones que ocupaban las trampas a esa
profundidad. Si se traza una curva de la cantidad de luz emitida en funcién de la temperatura (curva
de brillo) se tendran uno o mas picos, segun el nimero de trampas de diferente profundidad que
existan en el cristal. La cantidad total de luz emitida (area bajo la curva), sera proporcional a la
dosis recibida por el cristal.

1.8.3 Caracteristicas de los dosimetros Termoluminiscentes LiF: Mg:Ti (TLD-100)

Los dosimetros termoluminiscentes LiF:Mg:Ti, comercialmente conocidos como TLD-100, estan
constituidos de fluoruro de Litio (LiF) e impurezas de magnesio en una proporcion de 300 partes
por millon (ppm) y de titanio en una proporcion de 10 a 20 ppm [McKinlay, 1981]. Son
ampliamente utilizados en aplicaciones medicas ya que pueden ser colocados en pequefias
cavidades sin que se perturbe el campo de radiacién. En una buena aproximacion son equivalentes
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a tejido (Zjiso=7.4), tienen buena precision y exactitud, alta sensibilidad y pueden ser reutilizados.
Sus caracteristicas mas importantes se mencionan en la tabla 1.1.

Tabla 1.1 Caracteristicas de los TLD-100 [Attix, 1986, McKinlay, 1981]
Densidad 2.64gcm®
Numero atémico efectivo 8.2
Intervalo: 350-600 nm,
Maximo: 400nm

Espectro de emision TL

Temperatura del pico principal a

40°C min™ 215°¢
Intervalo Util de exposicion y mR - 10°R
dosis 5x10°-10° Gy
Desvanecimiento <5%/12 semanas

La respuesta de los TLD se ve afectada por su historial previo en campos de radiacion y térmicos
por lo que para remover estos efectos se llevan a cabo dos tratamientos térmicos. El primero
consiste en hornear el TLD a 400°C durante una hora, dejar enfriar a temperatura ambiente y el
segundo en un horneado final a 100°C por dos horas de acuerdo con el protocolo de horneado
propuesto por I. Gamboa en 1996 [Gamboa de Buen, 1996].

Un lote de dosimetros termoluminiscentes puede presentar una falta de uniformidad en su
sensibilidad (luz emitida por unidad de dosis recibida), por lo que su uso requiere una adecuada
caracterizacién para minimizar las variaciones en la lectura. Esta caracterizacién consiste en la
comparacion de la respuesta individual de cada dosimetro con la respuesta promedio del lote tras
ser expuestos previamente a un campo de radiacion conocido. El analisis estadistico del lote permite
seleccionar a aquellos dosimetros cuyas respuestas se encuentren dentro de un cierto intervalo de

confianza, que en nuestro caso fue de x + o (donde x es el promedio del lote y o su desviacién
estandar).

En la Figura 1.8 se muestra el diagrama esquematico de un lector TL tipico. Se coloca el cristal
dentro de la plancheta que se calienta gradualmente mediante una corriente eléctrica, la rapidez de
calentamiento puede ajustarse mediante un sistema de control; conforme aumenta la temperatura,
las trampas se desexcitan y la luz emitida se capta en un tubo fotomultiplicador que después pasa
por un filtro que elimina la radiacion infrarroja emitida por la plancheta. La sefial del fototubo se
amplifica y se envia a un lector, el cual acumula la carga eléctrica y da una lectura total (&rea bajo la
curva) trazando ademas la curva de brillo.
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Figura 1.8 Esquema de un lector TL

1.8.4 Pelicula de Tinte Radiocrémico (PTR)

Por definicion, una reaccion radiocrémica es la coloracion directa de un medio por la absorcion de
radiacion, la cual no requiere ninguna amplificacion ni revelado térmico, 6ptico o quimico. Este
tipo de reacciones fueron observadas y documentadas por primera vez por el francés J. N. Niepce en
1826, mientras que el concepto de pelicula de tinte radiocrémico fue propuesto por primera vez en
1965 [Stevens, et al., 1996]. Desde entonces, estudios detallados han sido desarrollados por
McLaughlin, et al., (1998), asi como por otros investigadores para determinar las propiedades
dosimétricas de diferentes formas de medios radiocromicos, donde gran parte de este desarrollo ha
sido llevado a cabo por el NIST (National Institute of Standards and Technology). Con la reciente
mejoria de exactitud y precision en la fabricacion de peliculas asi como su resistencia y facilidad de
uso, se ha hecho cada vez mas popular el uso de los dosimetros radiocromicos en aplicaciones
médicas y de investigacion.

En los Gltimos 15 afios, el uso de las peliculas de tinte radiocromico (PTR) se ha extendido
rapidamente en el ambito médico debido a la amplia comercializacion que han tenido. Actualmente,
diferentes tipos de dosimetros radiocrémicos en forma de peliculas delgadas peliculas gruesas, geles
y soluciones liquidas son utilizados en dosimetria de la radiacion ionizante en un amplio intervalo
de dosis absorbida (10— 10° Gy) y rapidez de dosis absorbida (hasta 10" Gy s).

Las PTR son dosimetros constituidos por una base de plastico a la que se le agrega un precursor de
tinte que genera color al ser irradiado. En el presente trabajo se emplearon peliculas de tinte
radiocromico GafChromic® HD-810 creadas por ISP Technology, las cuales estan compuestas por
ldminas de mondmeros cristalinos sensibles a la radiacion, distribuidos en un sustrato, sobre una
lamina firme de poliéster para dar soporte (Figura 1.9).
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Figura1.9 Configuracién de la pelicula de tinte radiocrémico HD-810. A Capa sensible.
B Capa adhesiva. C Capa conductiva. D Base de poliéster claro. [McLaughlin, et al., 1998]

Las PTR GafChromic® HD-810 son transltcidas antes de ser irradiadas, adquiriendo una coloracion
azul que se torna progresivamente mas oscura a medida que aumenta la cantidad de energia
impartida en el volumen expuesto de la pelicula como consecuencia de las reacciones quimicas
poliméricas. Estas reacciones se traducen en un cambio en la densidad Optica que es proporcional a
la cantidad de energia absorbida.

La composicion aproximada de los constituyentes quimicos de la HD-810 se muestra en la tabla
1.2. Las propiedades de absorcion de la radiacién de los dosimetros de pelicula de tinte
radiocrdmico pueden ser ajustadas mediante el cambio en su composicién asi como para simular el
material de interés donde se desea conocer la dosis (tejido, hueso, etc.).

Tabla 1.2 Composicién aproximada de las peliculas GafChromic® [McLaughlin, et al., 1998]
Capa Elemento Porcentaje
45 %
36 %
19 %
31%
56 %
5%
8 %
33%
50 %
17 %
Conductiva Oxido de indio-estafio

Base de Poliéster

Sensible

Adhesiva

OINO0OZITOOITO

Cuando el componente activo de la pelicula HD-810 es expuesto a radiacion, reacciona para formar
un polimero azul con una absorcion maxima cercana a los 670 nm, tal como se muestra en el
espectro de absorcion de la Figura 1.10.

—
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Figura 1.10 Espectro de absorcion caracteristico de las peliculas GafChromic®. La densidad neta es
el cambio de densidad 6ptica debido a la dosis absorbida.
[ISP Product Brochure, http:/ /onlinel.ispcorp.com]

Algunas de las caracteristicas de las peliculas GafChromic® HD-810 se muestran en la tabla 1.3.

Tabla 1.3 Caracteristicas de las pelicula GafChromic® HD-810 [McLaughlin, et al., 1998]

Tamafio estandar 20 x 25 cm
Intervalo de dosis Util 50 — 2500 Gy
Espesor Nominal 107 um
Capa sensible 7+x1um
Numero atémico efectivo 6.0-6.5
Resolucién espacial Mayor que 1200 lineas mm™
Tiempo de estabilizacién del color

, S 24 h
después de la irradiacion
Efecto por dosis fraccionadas <1%
Efecto por tasa de dosis <5%
Efecto por humedad <2%

Se ha estudiado la respuesta de las peliculas radiocrémicas con respecto a la energia de los fotones.
Esta dependencia con la energia puede afectar las propiedades dosimétricas de la pelicula cuando se
desea analizar un espectro de radiacion de energias desconocidas. El bajo nimero atémico de la
mayoria de las PTR comerciales hace que su respuesta sea menos dependiente de la energia que la
respuesta de las peliculas radiograficas hechas con halogenuro de plata, la cual presenta una gran
dependencia con la energia debido a la elevada densidad de los materiales que las componen.

Muench, et al., (1991), demostraron que la respuesta de la GafChromic® HD-810 disminuye cerca

de 30% cuando la energia efectiva de los fotones disminuye de 1710 keV a 28 keV tal como se
puede observar en la Figura 1.11 Ay B.
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Figura 1.11 Respuesta de las peliculas HD-810 en funcién de la energia efectiva de los fotones.
A En escala logaritmica [modificada de Muench, et al., 1991] B En escala lineal [modificada de
McLaughlin, et al., 1998]

1.8.4.1 Dosimetria de las PTR

Para llevar a cabo el anélisis cuantitativo de la dosis, se mide el cambio en la densidad Optica de la
PTR mediante un densitémetro, un espectrofotémetro o un escaner de transmision o reflexién. La
densidad optica (DO) se obtiene mediante la relacion

|
DO =log,, (Toj [1.40]
donde I, es la intensidad de la luz medida en ausencia de la pelicula e | es la intensidad de luz
transmitida a través de la pelicula en direccion perpendicular al plano que ésta forma.

En el caso del densitdmetro y el espectrofotometro, la respuesta (R) de la pelicula se define como:
R=DO DO [1.41]

donde las densidades Opticas se miden a una longitud de onda dada, generalmente a aquella para la
cual la absorcion es méaxima. Cabe sefialar que cuando se comparan respuestas entre diferentes
peliculas, las cuales usualmente poseen espesores diferentes, la respuesta se normaliza por el
espesor de la pelicula.

pelicula irradiada pelicula sin irradiar

—
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Cuando se emplea un escaner de transmisién o reflexion, la respuesta se define de la siguiente

manera.
TC,
R = |Oglo [F] [142]

donde TCg; es el tono de color (rojo, verde o azul) de la pelicula sin irradiar y TC; es el tono de la
pelicula irradiada.

Con propositos dosimétricos, Porfirio Diaz A. (2005) llevo a cabo un analisis mediante el cual
obtuvo las curvas de calibracion (respuesta en funcién de la dosis) de las peliculas GafChromic®
HD-810 para cada tono de color (rojo, verde y azul). En el presente trabajo se utiliz6 la curva de
calibracion correspondiente al tono rojo obtenida en dicho analisis (Figura 1.12).

400 -—
| e Tono Rojo
350 Polinomio Ajustado
) e
300 -
250 | ) i
= D =290.64 R"+205.11 R +0.39
S, 200 ] .
A
8
a 150 -
100 + —
50 -
0 T T T T y T y T v T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

R = log,(1./1)

Figura 1.12 Curva de calibracién de la pelicula GafChromic HD-810 correspondiente al tono rojo,
en un intervalo de dosis de 0 a 320 Gy [Diaz, 2005].

Se escogi6 esta curva en particular por que ofrece un intervalo de respuesta mayor en comparacion
con los tonos verde y azul, lo cual permite obtener una respuesta con mejor precision en el intervalo
de dosis de 0 a 320 Gy.

Para llevar a cabo los célculos de distribucion de dosis se empled el polinomio de segundo orden
obtenido por Porfirio Diaz del ajuste de sus datos experimentales:

2
TC, TC,
D = 290.64R? + 205.11R +0.39
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ADN, DANO PRODUCIDO POR RADIACION IONIZANTE, MECANISMOS
DE REPARACION CELULAR Y SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE.

En este capitulo se describe de forma introductoria la estructura y funcionalidad del ADN, el dafio
celular ocasionado por radiacién ionizante, algunos mecanismos de reparacion celular y sistemas de
defensa antioxidante.

2.1 Estructura del ADN

El material genético de todos los organismos vivos estd formado solamente por 6 componentes.
Estos son: una molécula de azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y cuatro bases nitrogenadas
diferentes (adenina, guanina, citosina y timina). La unidad béasica de la molécula de ADN se
denomina nucledtido, o méas precisamente desoxinucledtido. Este esta constituido por una
desoxirribosa con un grupo fosfato unido en un carbono y una de las bases nitrogenadas unidas a
otro (Figura 2.1). Los atomos de carbono de la porcion desoxirribosa del nucleétido se enumeran
siempre de igual manera, por lo que la base nitrogenada siempre esta unida al carbono 1, y el grupo
fosfato siempre en el carbono 5 [Kreuzer y Massey, 2001].

Base
OH (adenina,
| @ guanina,
citosina,
o= ‘l:_O_CHZ timina)
(©)
OH
aC / \Cl1
[
MR R 1A H/H
Grupo fosfato 3(_|‘, (I:2
| |
OH H
|
Desoxirribosa

Figura 2.1 Nucleétido. Los atomos de carbono del aztcar desoxirribosa se enumeran de acuerdo
con la convencién quimica [Kreuzer y Massey, 2001].

En una molécula de ADN, millones de estos nuclet6tidos forman una cadena uniendo el grupo
fosfato del carbono 5 de una molécula de desoxirribosa con el carbono 3 de otra molécula de
desoxirribosa, originandose una molécula de agua libre al producirse esta unién. La Figura 2.2
muestra un ejemplo de la unién de 3 nucledtidos. Las uniones formadas entre las moléculas de
desoxirribosa por el puente de fosfato se denominan uniones fosfodiéster. Los extremos de la
molécula de la Figura 2.2 se marcan como 5’ y 3” seglin el atomo de carbono que podria formar la
préxima union en la cadena a partir de ese extremo.

—
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Extremo 3'

OH H

Figura 2.2 Un trinucleétido [Kreuzer y Massey, 2001].

El esqueleto azlcar-fosfato del ADN es un importante elemento estructural, pero toda la
informacién estd contenida en las cuatro bases. La clave para la transmisién de informacion
genética reside en una caracteristica especial de la molécula de doble cadena de ADN: la adenina y
la timina siempre estdn unidas a través de un par de puentes de hidrégeno formando un par
guimicamente estable; y lo mismo sucede con la guanina y la citosina, unidas por tres puentes de
hidrégeno (Figura 2.3).

3 5
| \ |
CH. (o] H
e -
N ¢ NTTOC
C|) | Timina | | citosina
E e N c e 4 ©
= T o o// N \rlq —H
H : : H
- : : . i
3 'I-‘ l|-| l 3 d: i?d?égeno
H N N N N 5
et Sug” SH HT g \C//O
Il | Il |
N C N
e =
Adenina | Guanina |
i gy
H S H
5 0 3
Esqueleto de azicar-fosfato

Figura 2.3 Pares de bases complementarias al ADN [Kreuzer y Massey, 2001].

En una molécula de ADN, dos esqueletos azlcar-fosfato se unen a lo largo, uno dispuesto del
extremo 5’ al extremo 3’ (5’-3) y el otro en sentido opuesto (3’-5"). Las bases que estan unidas a
una cadena se aparean con sus bases complementarias unidas a la cadena opuesta (Figura 2.3). Asi
el orden de las bases especificas de una cadena esta perfectamente reflejado en el orden de las bases
complementarias de la otra. Conociendo la secuencia de bases de una cadena se puede deducir la
secuencia de bases de la cadena complementaria.

—
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Dado que la secuencia de nucleétidos de una cadena describe implicitamente la secuencia de la
cadena complementaria, una molécula o region de ADN a menudo se representa en sentido 5°- 3’
[Kreuzer y Massey, 2001].

2.2 Funcion del ADN: transmision de la informacion

Para que el ADN dirija el desarrollo de los organismos vivos, la informacion debe ser convertida en
proteinas. Una proteina es una cadena de aminoacidos. Los aminoacidos son pequefias moléculas
orgénicas formadas principalmente por carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. Todas las
proteinas se forman a partir de 20 tipos diferentes de aminoacidos los cuales se unen entre si en
orden variable para formar cadenas lineales llamadas péptidos o cadenas peptidicas.

Las proteinas celulares estdn generalmente formadas por méas de una cadena de péptidos y
adquieren estructuras tridimensionales complejas, 1o que les permite interaccionar o unirse a otras
moléculas y realizar sus funciones. Existen bajo una asombrosa variedad de formas y una amplia
diversidad de funciones.

Cuando los amino&cidos se unen para formar una cadena proteica, esta cadena inmediatamente se
pliega sobre si misma para adoptar una forma determinada que es la més estable energéticamente.
Esta forma estable estd determinada por las interacciones de los aminoacidos individuales que
forman la proteina. Por lo tanto, la identidad de cada aminoacido y el orden en el cual aparecen en
la cadena determinan la forma tridimensional final de la molécula. Consecuentemente, el orden de
los aminodcidos en la cadena es extremadamente importante para la funcién de la proteina.

El ADN determina la secuencia de aminoacidos para formar proteinas, cada aminoacido esta
representado por una secuencia de tres pares de bases de ADN. Estos tripletes de bases se
denominan codones. El orden de los codones en una secuencia de ADN se refleja en el orden de los
aminoéacidos que forman la cadena proteica (Figura 2.4). EI segmento completo de ADN necesario
para determinar la secuencia de aminoacidos de una proteina individual es un gen. El conjunto de
genes de un organismo se denomina genoma [Kreuzer y Massey, 2001].

Y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ¥
GCAGCACTAGGACAATCTATT
CGTCGTGATCCTGTTAGATAA

PSR T T TN A T TN T N T T O O T 1 O N B

Proteina - - - —| Ala [ Ala - Leu |{ Gly | -{GIn | SerMen— - . .
S g
S

Aminoacidos

Figura 2.4 La secuencia de bases del ADN determina la secuencia de aminoacidos de las proteinas.

2.3 Sintesis de proteinas
El proceso mediante el cual se producen las proteinas a partir del cddigo genético consta de varias
etapas. EI ADN es el depositario de informacién mientras que la sintesis de las proteinas tiene lugar
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en sitios especiales de la célula llamados ribosomas, por lo tanto, el primer paso en la sintesis de
proteinas es transmitir la informacion desde el ADN a los ribosomas. Para realizar este paso,
existen enzimas celulares que sintetizan una copia de trabajo de un gen para llevar su cddigo
genético a los ribosomas. Esta copia de trabajo se llama ARN mensajero (ARNm), que transporta
hasta los ribosomas el codigo genético para una proteina.

En el segundo paso de la sintesis de proteinas, los codones en el ARNm deben ser apareados con el
aminoécido correcto. Este paso es realizado por un segundo tipo de ARN denominado ARN de
transferencia (ARNt). Finalmente, los aminoécidos deben unirse para formar la cadena proteica, y el
ribosoma (formado por proteinas y ARN) desempefia esta funcion. Cuando la cadena proteica esta
completa, una sefial genética de terminacion o ‘stop’ le informa al ribosoma que libere la proteina
en la célula [Kreuzer y Massey, 2001].

2.3.1 ARN

La sintesis de proteinas requiere un tipo especial de molécula de &cido nucleico: el ARN. Al igual
que el ADN, el ARN esta formado por nucle6tidos compuestos por un azdcar, un fosfato y una de
cuatro bases organicas diferentes. Sin embargo, existen tres diferencias importantes entre ADN vy
ARN, dos de ellas son quimicas y la restante es estructural. Las diferencias quimicas son que (1) en
lugar del azlcar desoxirribosa, el ARN contiene el azlcar ribosa, y (2) en lugar de la base timina, el
ARN contiene la base uracilo (Figura 2.5).

ADN ARN

iF °
Base |

O:IP -O—CH, O=P—0—CH, @
’ I

OH o]

OH Hw OH OH

-~
Desoxirribosa Ribosa
(o] o
H Il a Il
N C CHy3 s Cc H
) e S N NS
I Il é |(l:
C C
A SN
4 \N i \H O/ N \H

o l |

Timina Uracilo

Figura 2.5 Diferencias quimicas entre ADN y ARN [Kreuzer y Massey, 2001].

El esqueleto azucar-fosfato del ARN esta unido de manera similar al del ADN, y las bases se unen
al carbono 1, al igual que en el ADN. La diferencia estructural importante es que aunque las bases
de ARN pueden formar también pares complementarios, el ARN esta formado por una sola cadena
de esqueleto azlcar-fosfato y bases, por lo que no se presenta en forma de doble hélice (Figura 2.6).
Esta estructura de cadena simple del ARN es la ideal para realizar su funcion de transferencia de
informacion [Kreuzer y Massey, 2001].
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Esqueleto aztcar-fosfato

Figura 2.6 Molécula de ARN [Kreuzer y Massey, 2001].

2.3.2 Sintesis de ARNm

El primer paso para la sintesis de proteinas es la formacion de ARNm. Este proceso se asemeja a la
replicaciéon de ADN en muchos aspectos: primero, la doble hélice debe separarse para dejar al
descubierto la informacion contenida en el o los genes. Después, la enzima ARN polimerasa une los
nucleétidos complementarios (que contienen azucar ribosa, dado que es ARN) que se aparean con
las bases expuestas. Durante la sintesis de ARN, la base uracilo sustituye a la timina y se aparea con
la adenina. Finalmente, el nuevo ARNmM contiene una secuencia de bases exactamente
complementaria a la hebra molde de ADN.

El proceso que emplea un ADN molde para crear una molécula de ARNm complementario se
denomina transcripcion (Figura 2.7). Las moléculas de ARNt y ARN ribosomal (ARNr) también
estan codificadas en el ADN y son sintetizadas por transcripcion, pero a diferencia del ARNm, no
se traducen a proteinas.

Transcripto de ARN “Qa,» # Transcripcién

ARN ADN

Figura 2.7 Transcripcion. (A) El apareamiento de bases de un ribonucleétido entrante y el molde

de ADN dirige la formacién de una molécula de ARNm complementaria. El ADN molde se cierra

detras del sitio de sintesis del ARN, liberando la nueva molécula de ARN. (B) En la transcripcién,

una hebra de ADN individual se utiliza como molde. El transcripto de ARN es liberado, dejando
intacta la molécula de ADN [Kreuzer y Massey, 2001].

La ARN polimerasa desempefia una tarea muy interesante ya que no solamente debe seleccionar a
los nucledtidos complementarios adecuados y unirlos entre si (como lo hace la ADN polimerasa),
sino también debe ‘decidir’ donde comienza un gen. Una hélice de ADN puede contener miles o
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millones de pares de bases, y la ARN polimerasa debe determinar exactamente dénde comenzar y
ddnde terminar la sintesis de ARN de manera tal que se transcriba un gen completo. La forma en la
que la ARN polimerasa reconoce el inicio y fin de la sintesis del ARN radica en la secuencia de
bases del ADN, pues existen ‘sefiales de trafico’ especiales. Una sefial muy importante se denomina
‘promotor’, que consiste en una secuencia de bases de ADN que indica a la ARN polimerasa el
lugar de inicio de la sintesis de ARN, y de igual forma los ‘terminadores’ indican a la ARN
polimerasa donde debe concluir dicha sintesis.

Junto o cerca de la secuencia promotora se encuentran secuencias de ADN denominadas
‘moduladoras’ 0 elementos de respuesta, que son sitios en donde se unen proteinas que funcionan
como factores de transcripcion. Los factores de transcripcion son proteinas que coordinan y regulan
la expresién génica, en muchos casos regulan su propia expresiéon y también es frecuente que
regulen a otros factores de transcripcion. Estas proteinas se unen a secuencias del ADN en el sitio
de inicio de la transcripcion o al complejo de transcripcion promoviendo o inhibiendo la actividad
del complejo. Los factores de transcripcion conectan los estimulos externos e internos con las
respuestas bioldgicas actuando como transductores de sefiales. El conjunto de estos factores en una
célula dibuja una red transcripcional cuyas conexiones determinan el conjunto de genes que se
expresan en un determinado momento.

Las redes de sefializacion intracelular estdn intimamente relacionadas con las redes
transcripcionales. La activacion de complejas cascadas de sefializacion intracelular desemboca, en
muchos casos, en la activacién o supresion de uno o varios factores de transcripcion que van a
orquestar una respuesta determinando el patron de genes expresados por la célula. Una fina
regulacion de los factores de transcripcion es fundamental para el correcto funcionamiento de la
maquinaria celular [Kreuzer y Massey, 2001].

2.3.3 Sintesis de una proteina a partir del ARNm

Después de que se ha completado la transcripcion, el ARNm se dirige al ribosoma, el sitio
especifico de la sintesis de proteinas. El ribosoma reconoce al ARNm y lo sostiene de una manera
adecuada para que sus codones puedan ser leidos correctamente con la finalidad de traducir a
aminoacidos el cddigo de bases del ADN expresado en el ARNm. Las moléculas encargadas de
descifrar el cddigo molecular son otro tipo de ARN: el ARNt (ARN de transferencia).

Las moléculas de ARNt se pliegan sobre si mismas. En la punta de uno de sus Iébulos se encuentra
una secuencia de tres bases que se denomina ‘anticodon’ (Figura 2.8). Este anticoddn se aparea
exactamente con uno de los codones de la cadena sencilla de ARNm, empleando las reglas del
apareamiento de bases complementarias. En el otro extremo de la molécula de ARNt se encuentra el
amino&cido correspondiente a su anticodon, las enzimas llamadas aminoacil sintetasas se encargan
de esta union. Como resultado, cuando el anticodén del ARNt se aparea con el codon
correspondiente en el ARNm, el aminoéacido especifico queda colocado correctamente en el
ribosoma.
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Extremo 3'
(extremo que acepta
el aminoécido)

Extremo 5'
OH
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Figura 2.8 Molécula de ARNLt. El apareamiento de bases complementarias entre diferentes
porciones de la molécula de ARNt mantiene la forma de la molécula [Kreuzer y Massey, 2001].

El ribosoma mantiene a la molécula de ARNm para que se aparee con un codén complementario a
la vez, uno a uno, y por orden. Como el ARNt lleva unido el amino&cido correcto, el ribosoma une
este aminoacido a la cadena proteica naciente. Una vez que el aminoacido se une a la proteina, la
molécula de ARNt se separa y se libera del complejo ARNm-ribosoma (Figura 2.9). Este proceso,
en el cual la secuencia de bases del ARNm es traducida a una secuencia de aminoécidos se
denomina ‘traduccion’ [Kreuzer y Massey, 2001].

__ ARNm

5" 4_3‘
rrrrrrrrrrnrririnri
UCGCUAAAGCGUGGA
: c U
c.$A c

Ge)—E—)— @

Cadena proteica en crecimiento

Figura 2.9 Traduccién. El apareamiento de bases complementarias entre los anticodones de la
molécula de ARNt y los codones del ARNm dirigen la formacién de la cadena de los aminoéacidos
[Kreuzer y Massey, 2001].

2.4 Ciclo Celular y dafio provocado por radiacion
El ciclo celular es una secuencia de etapas o fases que atraviesa una célula entre una division y la
siguiente. En los organismos eucariotas, la division celular por mitosis es un proceso complejo que
requiere no solo la replicacion del patrimonio genético de la célula madre y su posterior distribucién
a las células hijas, sino también la duplicacién de todos los componentes intracelulares que seran
necesarios para la constitucion de una nueva célula.

El ciclo celular comprende cuatro periodos denominados G1, S, G2 y M, los cuales se muestran en
la Figura 2.10.
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Figura 2.10 Etapas del ciclo celular.

La fase G1 (del inglés gap, intervalo) es la primera fase del ciclo celular, en la que existe
crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN. Es el periodo que trascurre entre el fin de
una mitosis y el inicio de la sintesis de ADN. Después de la mitosis la célula posee un bajo
contenido de ATP resultante del gasto experimentado en el ciclo anterior, por lo que en este periodo
se produce la acumulacion del ATP necesario y el incremento de tamafio celular. Es el periodo que
mas variacion de tiempo presenta, pudiendo durar dias, meses o afios. Las células que no se dividen
nuevamente (como las nerviosas o del masculo esquelético) pasan toda su vida en este periodo, que
en estos casos se denomina GO, ya que las células se retiran del ciclo celular.

La fase S (Sintesis) es la fase del ciclo en la que se produce la replicacién o sintesis del ADN, como
resultado cada cromosoma se duplica y queda formado por dos cromatidas idénticas. Con la
duplicacion del ADN, el nucleo contiene el doble de proteinas nucleares y de ADN que al principio.

La fase G2 es la fase de crecimiento del ciclo celular en la que continGa la sintesis de proteinas y
ARN. Debido a que el proceso de sintesis consume una gran cantidad de energia, la fase G2
representa un nuevo periodo de crecimiento y de adquisicion de ATP. En esta fase la célula
comprueba que se ha completado correctamente la replicacion del ADN y se produce la sintesis de
los componentes necesarios para la mitosis. Esta fase termina cuando la cromatina empieza a
condensarse al inicio de la mitosis.

La fase M (mitosis) se divide en varias etapas: durante el periodo de profase, los cromosomas se
condensan debido a la mayor compactacion del ADN. Durante la metafase las cromatidas hermanas
producidas por la replicacion del ADN en la fase S se alinean en el centro de la célula
permaneciendo adheridas a la altura del centrdmero y de multiples puntos a lo largo de toda su
longitud. En la anafase, las cromatidas hermanas se separan y se desplazan hacia polos opuestos del
huso mitotico, con lo que una de las dos cromatidas hermanas se distribuye a cada célula hija.
Finalmente, en la telofase (Gltima fase de la mitosis) los cromosomas segregados se descondensan y
se produce la division fisica del citoplasma en dos células hijas, proceso denominado citocinesis.
Después de la divisidn, las células regresan a la fase G, y el ciclo celular se completa.

Para todos los organismos es esencial que las diferentes fases del ciclo celular estén correctamente
coordinadas, es decir, las fases deben seguir un orden estricto y cada una de ellas debe completarse
antes de que se inicie la siguiente. Los errores que surgen durante la coordinacion del proceso
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pueden conducir a alteraciones cromosdmicas importantes, como por ejemplo a la pérdida de
cromosomas completos o parte de ellos, o a la distribucion inadecuada del material genético en las
dos células hijas. Por tanto, el control del ciclo celular eucariota es muy estricto y esta regulado por
proteinas denominadas proteinas cinasas (0 proteinas quinasas), cuya funcién es la de activar
determinadas proteinas por fosforilacion. A su vez, las concentraciones de estas enzimas se
encuentran reguladas por otras proteinas, llamadas ciclinas, que aumentan y disminuyen durante el
ciclo celular. Por tanto, estos complejos proteicos se denominan proteinas cinasas dependientes de
ciclinas (CDK) y s6lo son activos si estan constituidos por una subunidad ciclina y una subunidad
catalitica proteina cinasa, ya que las ciclinas son las enzimas que determinan qué proteinas seran
fosforiladas por el complejo CDK-ciclina, y de esta manera regulan el avance de la célula a través
del ciclo celular.

2.4.1 Radiosensibilidad

A pesar de que la interaccion entre radiacion y materia viva esta relativamente bien caracterizada a
escala molecular, los efectos sobre la célula en su conjunto resultan mas complicados de explicar.
Dichos efectos emergen de las consecuencias de las lesiones producidas sobre los constituyentes
celulares. La combinacion de procesos desencadenados por la radiacion al interaccionar con el
material genético, las proteinas y otros componentes de la célula dan lugar a la respuesta global de
ésta.

Esta respuesta es muy variable en funcion del tipo celular y las caracteristicas de la radiacion (dosis,
tasa de dosis, energia). A la mayor o menor afectacion celular de los diferentes tipos celulares
presentes en el organismo al ser irradiados se la Illama radiosensibilidad. La radiosensibilidad
depende del tipo celular, y esta fuertemente relacionada con la actividad mit6tica. No obstante, para
un determinado tipo de célula, la respuesta a la radiacion puede verse modificada por factores
guimicos (presencia de compuestos radiosensibilizantes/radioprotectores) o bioldgicos (fase del
ciclo celular y eficacia de los mecanismos de reparacion).

En 1906, dos cientificos franceses, Bergonié y Tribondeau, observaron que la radiosensibilidad era
una funcién del estado metabdlico del tejido que se irradiaba y formularon una teoria. Esta se
conoce como la ley de Bergonié y Tribondeau y se ha verificado en numerosas ocasiones.
Basicamente, la ley establece lo siguiente:

= Las células madre son radiosensibles; las células maduras son radiorresistentes.

= Los tejidos y 6rganos mas jovenes son radiosensibles.

= Los tejidos con una actividad metabdlica elevada son radiosensibles.

= Una gran tasa de prolioferacion celular y una gran tasa de crecimiento de tejidos originan
un crecimiento de la radiosensibilidad [Bushong, 2010].

2.4.2 Accion directa e indirecta de la radiacion

Cuando la radiacidn interacciona con la materia pierde su energia ionizando, excitando y disociando
las moléculas que componen el material atravesado. A escala atbmica y molecular estos son los
fendmenos que ocurren independientemente de que la materia que sufre la accidn de las radiaciones
sea inerte o viva. Pero en este Gltimo caso, las modificaciones sufridas por los &tomos y moléculas
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gue componen la célula viva tienen importantes consecuencias a nivel bioldgico. Una
macromolécula ionizada modificara su actividad quimica, perdiendo o alterando su funcionalidad
especifica. Cuando sea excitada podra volver a su estado original emitiendo fotones o rompiendo
enlaces covalentes, lo cual puede suponer un dafio bioldgico. En este sentido, el blanco mas
importante de la célula es el ADN, molécula que contiene la informacion bioldgica esencial para el
correcto funcionamiento de la célula. Al dafio inmediato de las macromoléculas fundamentales por
interaccion con la radiacion se conoce como accion directa de la radiacion.

El principal componente del medio que compone el citoplasma, en el que se encuentran suspendidas
las estructuras celulares, es el agua. A consecuencia de la accion de las particulas ionizantes sobre
este componente se producen radicales libres. Un radical libre es una especie quimica que contiene
uno o mas electrones no apareados en sus orbitales externos. Un compuesto puede convertirse en
radical libre captando o perdiendo un electron. Asi mismo también pueden formarse radicales libres
cuando un enlace covalente se rompe y cada electron de la pareja compartida permanece en un
atomo (fisiobn homolitica). Como consecuencia de poseer electrones no apareados, estas especies
quimicas son extremadamente reactivas y tienen por tanto una vida media corta (10°s). Cuando dos
radicales se encuentran se combinan formando un enlace quimico al compartir dichos electrones. La
reactividad de los radicales libres varia muchisimo, existiendo unos pocos que proceden de
sustancias organicas complejas que son muy estables y no se recombinan con facilidad. Sin
embargo, esto es la excepcion mas bien que la regla y la mayoria de los radicales libres, formados
por la radiacién, son altamente reactivos.

Los radicales libres son capaces de difundir lo suficiente para alcanzar y dafiar a los blancos
criticos, asi como iniciar reacciones quimicas no deseadas o participar en la produccion de
compuestos téxicos para la célula. Esta es la llamada accién indirecta de la radiacion.

2.4.3 Produccion de Radicales Libres

En la célula no irradiada, la produccion de radicales procedentes del oxigeno se debe
mayoritariamente al proceso de respiracion llevado a cabo en las mitocondrias. Como producto de
desecho de esta respiracion celular se producen aniones superéxido que se pueden combinar con
dos iones hidrégeno (H™) para dar peréxido de hidrégeno (H,0O,), altamente oxidante. De los
radicales derivados del oxigeno, el mas reactivo es el grupo hidroxilo (OHs), siendo el principal
agente atacante del ADN [Dubner, et al., 1997].

El mecanismo de generacion de radicales libres en medio acuoso por la radiacion es el siguiente. La
absorcién por parte del agua de la energia procedente de la radiacion provoca la salida de un
electron y la formacion de un i6n positivo, como indica la reaccion:

H,O0——H,0" +e”
El electrén es capturado por otra molécula de agua, con lo que se forma otro i6n, que en este caso
sera negativo:

H,O0+e"——H,0"
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Los iones H,0" y H,O™ son muy inestables y se descomponen con facilidad siempre que en el

medio estén presentes moléculas de agua no ionizadas, con la consiguiente formacion de otros iones
y radicales libres:

H,0"——>H"+0H.
H,OO——OH +H

Los iones H'y OH pueden combinarse y producir una nueva molécula de agua o reaccionar
quimicamente y afectar a las macromoléculas presentes. La probabilidad de que se recombinen es
superior a la de que reaccionen y produzcan un dafio celular. No obstante, su alta reactividad y
movilidad en el medio hace que su accion se propague a través de éste, pudiendo provocar lesiones
en lugares distantes de su origen. También la unién de radicales entre si puede provocar otro tipo de
moléculas toxicas para la célula, tal es el caso del peroxido de hidrégeno, como por ejemplo en la
reaccion:
OH+«+OH+——>H,0,

La importancia de la accion sobre el medio reside en que, debido a que en la célula hay méas
cantidad de agua que de cualquier otro componente la probabilidad de lesiones mediadas por estos
mecanismos es mucho mayor que la de lesiones directamente provocadas sobre las biomoléculas
clave. Ademas, la modificacion molecular radioinducida puede producirse lejos del lugar de
interaccion con la radiacion, ya que los radicales libres pueden difundirse en el medio como minimo
hasta distancias de 40A [Dubner, et al., 1995].

Ademas de la molécula de ADN, otros componentes celulares pueden ser dafiados con importantes
consecuencias para la célula. Las ionizaciones pueden producir cambios en los lipidos de la
membrana celular, alterando su permeabilidad. Asimismo, la radiacion puede desregular la
actividad enzimatica y desnaturalizar proteinas por cambio en su estructura. Las dosis altas de
radiacion llegan a causar la muerte celular inmediata por fallo mitocondrial al desorganizarse las
crestas mitocondriales y la cadena de fosforilacion oxidativa [Biete, 1990].

2.4.4 Radicales libres de oxigeno

La molécula de oxigeno, como tal, puede ser calificada de birradical puesto que tiene dos electrones
no apareados. Sin embargo, la reactividad de esta molécula es mas baja de la que cabria esperar
debido a que los espines de estos dos electrones presentan direcciones paralelas. Para que el
oxigeno pudiese oxidar un atomo o molécula que no fuese radical libre aceptando un par de
electrones, éstos deberian ser de espines paralelos [Cadenas, 1989; Jamieson, 1989]. Segun el
principio de exclusion de Pauli, los espines de los electrones de un orbital atémico o molecular
nunca tienen direcciones paralelas, por tanto, para que el oxigeno molecular aumentase su
reactividad habria de invertirse el espin de uno de los electrones de sus orbitales externos, o bien,
sufrir una reduccidn secuencial y univalente produciendo radicales libres de oxigeno.

La inversion de los electrones de los orbitales externos del oxigeno molecular origina dos formas de
oxigeno singulete: el oxigeno singulete & que, debido a su larga vida media, es el de mayor
importancia bioldgica, y el oxigeno singulete o, mas reactivo que el anterior pero de corta vida
media porque rapidamente decae al estado & [Cadenas, 1989; Webster y Nunn, 1988]. Cuando un
anico electron reduce la molécula de oxigeno se produce el ion radical superdxido (+05). Esta es
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una especie quimica muy reactiva pero inestable en soluciones acuosas, ya que reacciona consigo
misma mediante una reaccion de dismutacion [Cadenas, 1989; Fridovich, 1983].

Si son dos electrones los que se incorporan a la molécula de oxigeno se forma el i6n perdxido
(0Z7), cuya forma protonada es el perdxido de hidrdgeno (H,0,). Este compuesto es peligroso para

las células porque es un potente oxidante que atraviesa facilmente las membranas bioldgicas y del
gue se puede originar el ya mencionado radical hidroxilo. [Pryor y Church, 1991]. La reduccién del
oxigeno molecular por tres electrones da lugar al citado radical hidroxilo. Esta especie es una de las
MAs reactivas gque se conocen y, por tanto, presenta una vida media y un radio de accion muy cortos
(microsegundos y angstroms, respectivamente). Asi, un radical hidroxilo formado en la mitocondria
sera improbable que, por si mismo, tenga un efecto directo en otras partes de la célula [Pryor,
1986].

2.4.5 Reactividad de los radicales libres de Oxigeno

La mayoria de los radicales libres de interés bioldgico suelen ser extremadamente reactivos e
inestables, y aunque su vida media es muy corta, cuando reaccionan con un compuesto no radical
pueden formarse otros radicales libres, de manera que es posible que se creen reacciones en cadena
y den lugar a efectos bioldgicos lejos del sistema que originé el primer radical. Un ejemplo lo
constituye la peroxidacion de lipidos [Harman, 1992; Webster y Nunn, 1988]. Las proteinas, los
lipidos insaturados, los acidos nucleicos y los carbohidratos son los blancos fundamentales de las
reacciones de los radicales libres. A continuacion, se describen los dafios que pueden sufrir estas
moléculas debido a los radicales libres.

1.- Proteinas. Las proteinas son modificadas de diferente manera por las especies reactivas de
oxigeno. Los radicales libres de oxigeno, por ejemplo, pueden reaccionar directamente con el
ligando metalico de muchas metaloproteinas. Se ha comprobado que el hierro de la oxihemoglobina
puede reaccionar con el radical superdoxido o el peréxido de hidrégeno para formar
metahemoglobina [Freeman y Grapo, 1982]. Otra importante hemoproteina citoplasmatica, la
catalasa, es inhibida por el <03, que la convierte en sus formas inactivas ferroxi y ferrilo [Kono y
Fridovich, 1982]. Debido a la reactividad de los radicales libres con las moléculas insaturadas o que
contienen azufre, las proteinas con proporciones elevadas de triptofano, tirosina, fenilalanina,
histidina, metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones de sus aminoacidos mediadas por
radicales libres. En este sentido, se ha observado que enzimas dependientes de dichos amino&cidos
para desarrollar su actividad, sufren también alteraciones en su estructura proteica, que dan lugar a
entrecruzamientos y fendmenos de agregacion, que se ven favorecidos por la formacion de puentes
disulfuro intra e intermoleculares [Freeman y Grapo, 1982; Gebicki S. y Gebicki J. M., 1993;
Stadtman, 1992; Webster y Nunn, 1988; Wolpp, et al., 1986].

Los enlaces peptidicos también son susceptibles de ser atacados por los radicales libres. Estos
enlaces pueden romperse tras la oxidacion de residuos de prolina por radicales hidroxilo o
superoxido [Wolff y Dean, 1986]. Finalmente, la reaccion de los radicales libres con las proteinas
también puede generar subproductos que amplificarian el dafio inicial.
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2.- Lipidos. Los radicales libres hidroxilo y el oxigeno singulete pueden reaccionar con los acidos
grasos de los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de las membranas para formar
hidroperoxidos lipidicos. [Aikens y Dix, 1991; Choe, et al., 1995; Halliwell y Gutteridge, 1989].
Este proceso de peroxidacion lipidica comienza cuando el radical libre quita un &tomo de hidrégeno
de uno de los carbonos metilenos de la cadena carbonada para formar un radical libre lipidico. Los
acidos grasos poliinsaturados de membrana son especialmente susceptibles de ser atacados por
radicales libres, puesto que contienen grupos metilenos separados por dobles enlaces que debilitan
el enlace C-H metileno. Cuando el radical lipidico se origina, sufre inmediatamente un reajuste
molecular, produciéndose un dieno conjugado que puede reaccionar con el O, y formar un radical
hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a endoperoxidos, o bien puede tomar un atomo de
hidrégeno de un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado adyacente para formar, de
nuevo, un radical libre lipidico y un hidroperéxido [Rice-Evans y Burdon, 1993].

El radical lipidico se combina con otra molécula de oxigeno y asi se establece una cadena de
propagacion del dafio oxidante. Por su parte, el hidroperdxido, que es un compuesto estable, si entra
en contacto con iones metalicos de transicion, producird méas radicales libres que iniciaran y
propagaran otras reacciones en cadena. Asi, las membranas resultan seriamente dafiadas y, por
tanto, su funcionalidad se ve alterada [Rice-Evans y Burdon, 1993]. Los productos finales del
proceso de peroxidacién lipidica, entre los que se incluyen hidrocarburos volatiles, alcoholes o
aldehidos, pueden difundir lejos del lugar donde se originaron y causar edema e influir en la
permeabilidad vascular, inflamacion y quimiotaxis [Blake, et al., 1987; Pryor y Church, 1991].
Estos productos pueden también alterar la actividad fosfolipasa e inducir la liberacion de écido
araquidénico y la subsiguiente formacion de prostaglandinas y distintos endoperoxidos [Sevanian,
et al., 1981]. EI malondialdehido, que es otro producto final de la peroxidacién de acidos grasos con
tres 0 mas dobles enlaces, puede causar entrecruzamientos y polimerizacion de distintos
componentes de la membrana [Nielsen, 1981; Valenzuela, 1991]. Asi pues, las propiedades de las
membranas adn resultan mas dafiadas.

3.- Acidos nucleicos. El dafio a los &cidos nucleicos se produce por las modificaciones quimicas
que sufren las bases y los azlcares del ADN al reaccionar con los radicales libres, especialmente
con el OHe. [Harman, 1992; Randerath, et al., 1992; Higuchi y Linn, 1995]. Las modificaciones
quimicas de los nucledtidos provocan, en muchos casos, la ruptura de hebras del ADN, lo cual
puede generar aberraciones cromosémicas. Si el dafio que se origina es tan grande que no puede ser
reparado, se producen mutaciones, aberraciones cromosémicas, o bien la célula muere [Cerutti,
1985; Demple, 1990].

4.- Carbohidratos. Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor proporcion que
otras moléculas. Azucares tales como la glucosa, el manitol o ciertos desoxiazlcares pueden
reaccionar con el radical OHe para producir sustancias reactivas [Blake, et al., 1987; Sies, 1985].
Asimismo, los polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales libres, en este caso
fragmentandose a unidades mas sencillas. Greenwald y Moy (1980) han demostrado que el acido
hialurénico se despolimeriza en presencia de concentraciones elevadas de radicales hidroxilo,
provocando un descenso de la viscosidad del liquido sinovial de las articulaciones.
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2.4.6 Estrés oxidante y especies reactivas del Oxigeno

A excepcidon de aquellos organismos llamados anaerobios, que estan adaptados para vivir en
ausencia de oxigeno, los microorganismos, los animales y las plantas aerobias requieren oxigeno
para obtener energia quimica (ATP) esencial para la vida. Sin embargo, los organismos aerobios se
enfrentan con la paraddjica situacion de que el oxigeno, indispensable para su supervivencia, es al
mismo tiempo un agente toxico [Halliwell y Gutteridge, 1989; Scandalios, 2005].

La toxicidad del oxigeno es consecuencia de la formacién de especies reactivas del oxigeno (ROS,
‘Reactive Oxygen Species’). En 1954, Rebeca Gerschman, postuld que la mayor parte del dafio
producido en organismos vivos por el oxigeno a altas presiones se debia a la formacién de radicales
libres del oxigeno [Gerschman, et al., 1954; Gilbert, 1981]. Esta hipotesis fue muy controvertida,
hasta que en 1968, McCord y Fridovich descubrieron la superéxido dismutasa, enzima que cataliza
la dismutacion del radical superdxido a peroxido de hidrogeno, demostrando asi la existencia de
dichas especies [McCord y Fridovich, 1969].

Las ROS se generan como resultado del metabolismo intracelular normal, fundamentalmente en las
mitocondrias y los peroxisomas, asi como a partir de una gran variedad de sistemas citosélicos
enzimaticos. Ademas, numerosos agentes externos son capaces de generar la formaciéon de ROS en
el organismo tales como radiacién UV, radiacién ionizante y los agentes toxicos ambientales. Un
complejo sistema de defensa enzimético y no enzimatico actla regulando los niveles de ROS en el
organismo para mantener un estado de equilibrio en la célula. Esto es posible porque la sintesis de
las proteinas involucradas en la respuesta antioxidante esta modulada por los niveles de ROS, de
manera que cuando éstos aumentan se estimula su sintesis.

De forma similar, cuando existe un incremento de los niveles de ROS, tanto por un aumento de su
concentracién como por una disminucion en los mecanismos de defensa, se pierde el balance entre
la aparicién de especies nocivas y la capacidad de la célula de evitar acumulacidn, originandose una
situacion conocida como estrés oxidante [Sies, 1985]. En estas condiciones, las ROS reaccionan con
las macromoléculas de las células modificando su estructura y su funcién, dando lugar a
alteraciones que pueden desembocar en muerte celular.

2.5 Respuesta celular ante la radiacion ionizante

Con base en diversos andlisis de factores fisicos (dosis absorbida, energia de la radiacién, LET,
rapidez de dosis, etc.) y biologicos (respuesta celular, experimentacion con animales, estudios
epidemioldgicos, etc), el UNSCEAR (United Nations Scientific Committee on the Effects of
Atomic Radiation) concluyd que para radiacion de baja LET (Rayos X, rayos gamma, electrones) se
consideran bajas dosis de radiacion aquellas menores que 0.2 Gy, dosis intermedias aquellas entre
0.2y 2.0 Gy y dosis altas a las mayores que 2.0 Gy [UNSCEAR, 1986 y UNSCEAR, 2000].

En el intervalo de dosis bajas (D<0.2 Gy), una insignificante cantidad de células (o nucleos
celulares) presentaran mas de un evento de absorcion de energia, de modo que la respuesta celular
estard dominada por absorciones individuales actuando de forma independiente y por tanto, se
esperaria que aumentase linealmente con la dosis y ser independiente de la tasa de dosis.
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En el intervalo de dosis intermedias (0.2 Gy < D < 2.0 Gy) hay numerosos eventos de absorcion de
energia por célula. Con base en datos experimentales, cuando se presenta un nimero considerable
de eventos de absorcion por célula, la menor dosis a la cual se obtiene un efecto significativo se
encuentra usualmente cercana al valor limite de esta regién (~2.0 Gy). La accion de un solo evento
de absorcion en este intervalo de dosis supondria que los procesos metabdlicos relevantes para la
célula no se ven afectados de ninguna forma por eventos adicionales teniendo como resulatdo el
mismo dafio bioldgico. Bajo esta suposicion, es comin la interpolacién lineal desde esta region
hacia dosis bajas para deducir la efectividad de la radiacion en dicho intervalo de dosis, no obstante,
esta suposicion es invalida tal como ha sido demostrado por estudios radiobiol6gicos, en su mayoria
con células in vitro y también de animales expuestos a distintas tasas de dosis.

En el intervalo de dosis altas (D>2.0 Gy) se presenta una gran cantidad de eventos de absorcidn de
energia por célula, los cuales se traducen en una respuesta no lineal con curvaturas en la gréfica de
dosis-respuesta. Las formas mas simples de relaciones dosis-respuesta que han sido observadas
experimentalmente pueden ser comunmente ajustadas con polinomios con coeficientes
correspondientes a dosis y tasa de dosis. A altas dosis se requiere de un coeficiente distinto que
cuantifique los efectos por muerte celular.

En el intervalo de dosis intermedias-altas (D>1 Gy) las lesiones radioinducidas dan lugar a
respuestas bien caracterizadas. Estas son:

= Muerte en interfase. Es una muerte celular que se produce antes de que la célula entre en
mitosis. Esta relacionada con una disminucién en la capacidad de produccion de energia por
parte de las mitocondrias y con lesiones graves de las membranas plasmaticas. El resultado es
la lisis o ruptura celular. Puede ocurrir en cualquier célula, pero es mas frecuente en las mas
radiosensibles.

= Retraso mit6tico. Es un retraso de la evolucion normal hacia la mitosis que suele dar lugar a
una sobrecarga mitdtica en el periodo postirradiacion ya que llegaran a la mitosis las células
que les corresponde en evolucion normal, mas aquellas que se habian retrasado. Este retraso
es dependiente de la dosis, de la fase del ciclo en que se encuentra la célula y del tipo celular.
La radiacion actia como sincronizador celular deteniendo momentadneamente a todas las
celulas en fases menos sensibles del ciclo.

»  Fallo reproductivo. Consiste en la pérdida de viabilidad celular, es decir, la célula pierde su
capacidad para dividirse repetidamente, muriendo al cabo de pocas divisiones. Para fines
radiobioldgicos, las células no viables son consideradas como células muertas [Gil, 1994].

2.6 Mecanismos de Reparacion Celular

Existen mecanismos de deteccion y reparacion de los dafios que pueden afectar al material genético.
La eficacia de estos mecanismos es muy alta [Cleaver, 1994]. Esto significa que la mayoria de las
modificaciones que sufre el genoma son corregidas y no tienen consecuencias para la célula. Sin
embargo, en determinadas ocasiones no se consigue reparar el dafio al ADN, lo que suele conducir a
la muerte celular. Las principales razones que influyen en la falta de reparacion son la cantidad de
lesiones producidas, que puede llegar a saturar la accion de los sistemas reparadores, y la calidad de
las mismas. En algunas ocasiones, el proceso de eliminacion de las lesiones del ADN conduce a una
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restauracion de la estructura de la doble hélice, pero sin recuperar la informacién que contenia
originalmente. Esta situacion supone un mal menor para la célula, pero puede tener importantes
repercusiones para el organismo completo [Friedberg, et. al., 1995].

Puede ocurrir que el proceso de reparacion de lesiones en el ADN lleve consigo la restitucion de su
estructura de doble hélice apta para proseguir con los procesos de replicacion y transcripcion, es
decir, compatible con la vida, pero a costa de flexibilizar la fidelidad con que habitualmente se
mantiene la informacién genética. En estos casos pueden aparecer consecuencias letales o
mutageénicas para la célula que se manifiestan en plazos variables.

Los dafios producidos sobre bases o la pérdida de éstas, daran lugar a mutaciones puntuales del tipo
de las sustituciones de bases (transiciones o transversiones) 0 a pequefias inserciones o deleciones
de pocas bases. La consecuencia de estos cambios sobre las proteinas codificadas seréa la sustitucion
de algin aminoacido con la consiguiente alteracion de su funcionalidad.

Cuando la mutacion puntual ocurre en un punto preciso de un gen relacionado con el céancer
(oncogén, supresor o reparador) podria en principio iniciar un proceso canceroso. Igualmente,
mutaciones que afectan a sitios de regulacién de otros genes tendran consecuencias diversas.

En el caso de algunos productos quimicos ha sido posible establecer con claridad cudl es el tipo de
lesion preferente que producen en el ADN, asi como el tipo de mutacién mayoritaria a que ésta da
lugar [Walker, 1995]. Asi, puede establecerse una relacion directa y completa entre exposicion,
lesion y mutacién. Sin embargo, actualmente no se dispone del conocimiento suficiente para
estimar este tipo de relacion en el caso de las radiaciones ionizantes. El tipo de lesiones producidas
por la radiacion es muy variado y muchas de ellas son comunes a otros agentes mutagénicos, e
incluso a mecanismos enddgenos de la célula. Por eso resulta muy dificil asignar inequivocamente
un tipo determinado de lesion a la radiacion.

Las bases nitrogenadas se aparean segun el principio de complementariedad de Watson y Crick, es
decir, A con T (adenina con timina) y C con G (citosina con guanina). Cuando una base nitrogenada
se modifica por unién con un hidrégeno se denomina base tautémera (A", T, G', C"). La radiacion
ionizante es capaz de inducir la creacion de bases tautomeras, dando lugar a un cambio en la
secuencia de bases y por tanto, produciendo una mutacién. Estas bases modificadas no se combinan
normalmente segin el principio de complementariedad, sino que lo hacen de forma andmala (A"
conC,C'con A, T con G, T con G).

El conocimiento actual del genoma [Crollius, et al., 2000] y los resultados experimentales
disponibles hasta el momento son insuficientes para establecer con precision cual seria la frecuencia
media de mutacion inducida por una determinada dosis de radiaciéon. Si ademas se deseara
caracterizar estas mutaciones habria que incorporar otros factores muy importantes, como la
capacidad de reparacion del ADN, la respuesta general al estrés celular y la diversidad de tipos
celulares existentes.
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2.7 Sistemas de defensa antioxidante

Para protegerse contra el dafio causado por el estrés oxidante, las células poseen sistemas de defensa
antioxidantes. Estos sistemas son muy variados y actian a distintos niveles y en diferentes
momentos.

Una sustancia antioxidante es aquella que, a concentraciones relativamente bajas con respecto a las
de un sustrato oxidable, retrasa o inhibe la oxidacion de dicho sustrato [Halliwell y Gutteridge,
1989]. Segln su momento de actuacion en el organismo, los antioxidantes se clasifican en
primarios, secundarios o terciarios.
= Primarios. Son aquellos que impiden la formacidn de radicales libres.
= Secundarios. Interrumpen la reaccién de la propagacion de los radicales libres por
inactivacion (V.gr. acido ascérbico y o-tocoferol) o desplazan a los radicales libres (V.gr.
glutation, carotenoides y la mayoria de las enzimas antioxidantes).
= Terciarios. Reparan el dafio causado a las moléculas o eliminan aquellas que han sido
degradadas.

Dentro de los sistemas antioxidantes, se puede hablar de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
(Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Sistemas antioxidantes

Enzimaticos

Superoxido dismutasas (SOD) | Mitocondria (MnSOD) Citosol (Cu-Zn SOD)
GSH peroxidasas Citosol y Mitocondria
Catalasas Citosol y Mitocondria

No enzimaticos
Vitamina E (a-tocoferol) Membrana celular
Vitamina C (4cido ascérbico) | Citosol
GSH Citosol y mitocondria
Tiorredoxina Citosol y Mitocondria
Glutarredoxina Citosol y Mitocondria
Acido lipoico Citosol, mitocondria y membranas celulares
Carotenoides Membrana Celular
Ubiquinonas Membrana Celular

2.7.1 Antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos

Las células disponen de enzimas especificas para la neutralizacion de las distintas especies reactivas
como la superdxido dismutasa (SOD) que cataliza la dismutacion del 0, ™ a H,0,, existen distintas
formas, dependiendo del metal del centro catalitico: I,Zn, Cu-SOD citos6lica, la Mn-SOD
mitocondrial y la EC-SOD extracelular [Fridovich, 1975]. La catalasa (CAT) que cataliza la
descomposicién del H,0, a H,0, estd presente en la mayoria de las células eucariotas,
localizandose a nivel de peroxisomas. Las glutation-peroxidasas (GPx) y las glutation S-transferasas
(GST) que reducen hidroperoxidos a alcoholes. Los mecanismos no enzimaticos comprenden
moléculas como el glutation (GSH), el &cido ascérbico (vitamina C), 3-caroteno o provitamina A,
vitamina E (a-tocoferol), proteinas transportadoras de metales como la cupreina y ferritina ademas
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de otras proteinas como tiorredoxina, glutarredoxina, etc. La vitamina C constituye el antioxidante
hidrosoluble méas abundante en sangre, mientras que la vitamina E es el antioxidante lipofilico
mayoritario.

2.7.2 El Sistema Tiorredoxina (Trx)

Este sistema antioxidante estd compuesto por tres proteinas: la tiorredoxina y las enzimas
tiorredoxina reductasa y tiorredoxina peroxidada [Halliwell y Gutteridge, 1989]. La proteina Trx
fue descubierta como donadora de hidrégeno a la ribonucleétido reductasa (enzima que provee
desoxirribonucleétidos en la replicacién de ADN) en E. coli [Holmgren, 1989]. En mamiferos se
han descrito dos isoformas, la Trx1, citosolica y nuclear, y la Trx2, mitocondrial. La Trx1 es
cofactor (molécula colaboradora en las acciones enzimaticas) de las peroxirredoxinas, encargadas
de la reduccidn del peréxido de hidrogeno [Watson, et al., 2004]. Igualmente, esta involucrada en la
sintesis y reparacion de ADN (Figura 2.11), es cofactor de las metionina sulféxido reductasas y de
las sulfato reductasas [Powis y Montfort, 2001] y es la responsable de mantener un ambiente
reductor en el ndcleo, lo que permite que factores de transcripcion se unan al ADN [Watson, et al.,
2004].

En condiciones basales, cerca del 95% de la Trx1 citoplasmatica y nuclear se encuentra en estado
reducido [Nkabyo, et al., 2002; Watson y Jones, 2003]; ademas, puesto que su concentracion es
mucho menor que la del glutatién, se ha postulado que su principal funcion se encuentra en
procesos de sefalizacion celular [Watson, et al., 2004]. Por otra parte, estudios realizados por
Nkabyo y colaboradores [2002], asi como por Trotter y Grant [2003] muestran que el estado redox
del glutation y de la Trx se regulan de manera independiente, puesto que Trx se mantiene reducida
aun bajo condiciones en que el GSH ha sido consumido y oxidado; aunque también se ha
demostrado que la Trx1 puede ser glutationilada, inhibiendo su actividad, lo cual hace suponer una
conexion entre ambos reductores [Casagrande, et al., 2002]. La Trx es una Oxidoreductasa que
cataliza la reduccion de puentes disulfuro, por lo que juega un papel importante en la regulacién del
estado redox de los tioles de las proteinas [Sen, 1998]. La forma oxidada de la proteina es reducida
directamente por la NADPH (Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) y la tiorredoxina
reductasa.

NADPH + H+ NADP+
Tiorredoxin Reductasa Sistemna Trx
Trx-S, Trx(SH),
Ribonucleétido Reductasa
NDP ——— dNDP — — dNTP ——ADN
Grx-(SH), Grx-S,
GSSG 2GSH Sistema Grx
Glutatién Reductasa
NAPDH + H+ NADP+

Figura 2.11 Papel de los sistemas Trx y Grx como donadores de hidrégeno a la ribonucleétido
reductasa reduciendo ribonucleésido difosfatos (rNDP) a desoxirribonucledsido difosfatos (dANDP),
éstos ultimos dan lugar a los desoxirribonucleésido trifosfastos (ANTP), precursores del ADN, a
partir de la accién de la nucleésido difosfato quinasa.
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2.7.3 El Sistema GSH/Grx

El sistema glutation constituye la principal defensa contra dafio oxidante. Este sistema esta formado
por el glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG), las enzimas necesarias para su sintesis y
reutilizamiento, tales como la y-glutamil-cistein-sintetasa (y-GCS), glutatién sintetasa (GS),
glutation reductasa (GR) y y-glutamil-transpeptidasa (y-GGT) y las enzimas necesarias para su uso
en el metabolismo y en los mecanismos de defensa ante dafio oxidante producido por radicales
libres, tales como las GST vy las GPx.

El glutation (GSH) es un tripéptido formado por &cido glutamico, cisteina y glicina (y-glutamil-
cisteinilglicina; Figura 2.12). Es el tiol mas abundante presente en los organismos Vvivos Y,
predominantemente, en células eucariotas donde se encuentra a concentraciones entre 0.2 — 10 mM
[Meister y Anderson, 1983; Anderson, 1998]. Interviene en numerosos procesos celulares y su
funcionalidad se debe al grupo tiol (-SH) de la cisteina.

SH
|
NH, CH,
\ \
COOH— CH—CH,—CH,—CO NH—CH—CO~NH—CH,—COOH

Glu Cys Gly

Figura 2.12 Estructura del Glutatiéon

El GSH actla directamente como antioxidante, o como cofactor de diversas enzimas, protegiendo el
ADN, proteinas y otras biomoléculas frente a la accién de las ROS. Interviene en procesos
metabolicos como la comunicacion intermolecular o el transporte de metales, y participa en la
regulacion del estado redox de las proteinas durante los procesos de degradacion y plegamiento
[Anderson, 1998; Fang et al., 2002; Pastore, et al., 2003]. EI GSH interviene también en diversos
procesos de detoxificacion frente a compuestos electrofilicos o metales pesados y es, ademas, un
reservorio de cisteina para la célula [Eiskens et al., 1991; Fang et al., 2002].

En el citosol, el glutation se mantiene en su estado reducido (GSH) mediante la accion constante de
la GR, la cual cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) mediante la enzima NADPH. El
90% del glutation de la célula se encuentra en su forma reducida, mientras que el 10% restante
corresponde a su estado oxidado. La relacion GSH/GSSG es un indicador sensible de estrés
oxidante, ya que cuando las células son expuestas a niveles crecientes de estrés oxidante, el GSSG
se acumula y el cociente GSH/GSSG disminuye.

También es posible encontrar complejos de GSH con proteinas, evento denominado
glutationilacion, el cual es un mecanismo de proteccion contra la oxidacion irreversible del grupo
sulfhidrilo en proteinas y como reserva de GSH ante un estrés oxidante, ademas de jugar un papel
clave en la regulacion celular ya que las proteinas glutationiladas son inactivadas.

La sintesis de GSH es catalizada y mediada por dos procesos enzimaticos dependientes de ATP, en
el primero participa la enzima yglutamil cistein sintetasa (y-GCS), la cual une a la cisteina y la
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glicina mediante una reaccion dependiente de ATP. En el segundo paso actla la glutation sintetasa
(GS) que afade glicina al dipéptido y-glutamil-cisteina [Meister y Tate, 1976] para formar GSH. La
deficiencia de estas enzimas es muy rara, pero en ambos casos los niveles de GSH se encontrarian
disminuidos, por lo que fundamentalmente se produciria un cuadro de anemia hemolitica de
intensidad variable [Larsson y Zetterstroom, 1974].

La proteina Glutarredoxina (Grx) fue descubierta como donadora de hidrégeno a la ribonucledtido
reductasa en E. coli con cepas carentes de Trx [Holmgren, 1989]. La secuencia de Grx muestra que
estad formada por 85 aminoécidos, incluyendo el sitio activo que tiene una secuencia de Cys-Pro-
Tyr-Cys que se encuentra altamente conservada, localizada en la posicion 11 y 14 de la molécula y
dando como resultado un peso de 10 kDa en E. coli. Grx es una oxidorreductasa implicada en la
proteccién y reparacion de los grupos tiol [Starke, et al., 1997; Holmgren, 1989]. La Grx establece
un ciclo con el glutation y la glutation reductasa y se ha especulado la posibilidad de que el
glutatién oxidado pueda ser reducido también por la glutarredoxina [Starke, et al., 1997]. Aunque la
Grx y la Trx parecen tener una misma funcion, parece ser que la afinidad por los sustratos es
diferente, de forma que ambas complementan en la reparacion de los grupos tiol [Yoshitake, et al.,
1994], ademas de que la Grx es reducida por la glutatién-reductasa en lugar de una reductasa
especifica como en el caso de la Trx. En mamiferos se conocen dos isoformas de Grx, la Grx1,
citosélica, que ademas de su funcién en el mecanismo de glutationilacion, esta involucrada en la
sintesis de ADN (Figura 2.11), en la regulacién de factores de transcripcion y en procesos
apoptéticos [Holmgren, et al., 2005] y la Grx2, mitocondrial, que protege del dafio provocado por la
cadena fosforilativa [Holmgren, et al., 2005].
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OBJETIVOS

En este capitulo se establece el tema de investigacion y se describen brevemente los objetivos de
este trabajo.

3.1 Planteamiento del estudio

A pesar de que la molécula de ADN es considerada como el blanco principal de las radiaciones por
las importantes consecuencias biolégicas que pueden derivarse de la interaccion, la accion de la
radiacion ionizante como generadora de radicales libres de oxigeno posee una relevancia a menudo
no contemplada.

La presencia de radicales libres induce en los tejidos una respuesta antioxidante que en los
organismos expuestos a radiacién ionizante se ha estudiado poco. Sin embargo, es posible intentar
caracterizar a nivel transcripcional las enzimas y proteinas antioxidantes que resultan ser moduladas
por el efecto de la radiacion ionizante de manera sistémica y que podrian ejercer proteccion contra
la accién indirecta de la radiacion, proporcionando una interpretacion inmediata del papel que juega
el metabolismo en las lesiones producidas por radiacion.

3.1.1 Hipotesis
La radiacion ionizante induce la transcripcion de las proteinas Glutarredoxina, Tiorredoxina y de y-
Glutamil-cistein-sintetasa en ratones sometidos a irradiacion de cuerpo entero.

3.1.2 Objetivos

Objetivo general.

Evaluar los niveles de expresion de ARNm de las proteinas Glutarredoxina (Grx1),
Tiorredoxina (Trx1) y y-Glutamil-cistein-sintetasa (y-GCS) como funcion de la dosis a cuerpo
entero suministrada a ratones de la cepa BALB/c.

Obijetivos Particulares.

«»» Determinar la tasa de dosis del irradiador GammaCell 200 del Instituto de
Ciencias Nucleares.
Determinar la dosis de transito de los roedores dentro del irradiador.
Determinar la distribucion de dosis en el irradiador GammacCell 200.
Determinar la dosis de pentobarbital a emplearse para sedar a los roedores
durante la irradiacion.
Llevar a cabo la diseccion de los roedores.
Aplicar un protocolo de extraccion de ARN a los 6rganos de interés.
» Analizar la expresion de ARNm de las proteinas Grx1, Trxl y y-GCS como

funcion de la dosis absorbida.

7 7
0'0 0'0

O/
.0

*,

O/
.0

7
* 0'0 *,

‘0

—

—



Q_GANXKD> <~ 9 CAPITULOIV < _GIXLD) < 9

MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se hace una descripcién de los materiales y métodos empleados en el desarrollo de
este trabajo de investigacion.

4.1 Calibracion del irradiador GammacCell 200

La irradiacién de los roedores se llevo a cabo en el irradiador GammaCell 200, propiedad del
Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM. Este irradiador esta formado por 24 fuentes de *Co,
las cuales decaen por B~ a ®Ni. En dicho decaimiento se produce radiacion B~ de 0.31 MeV
(99.923%) y 1.48 MeV (0.057%) de energia cinética maxima, asi como radiacion y de 1.17 MeV
(~100%) y de 1.33 MeV (~100%) con una energia promedio de 1.25 MeV. El esquema de
decaimiento del *°Co se muestra en la Figura 4.1.

E[MeV]

3 - %Co
2.819

\[}—~1oo%

B 2.505

0.01%
2 — ¥ 1173

1332

Y 1.332

60Ni

0 —
Figura 4.1 Esquema de decaimiento correspondiente al ¢©°Co.

Las fuentes del irradiador tienen forma de lapiz de 13.97 cm de altura y estan encapsuladas en un
blindaje de acero inoxidable y rodean concéntricamente a las muestras por irradiar, que descienden
dentro de un émbolo de acero inoxidable de 8.89 cm de didmetro y 13.97 cm de altura. La Figura
4.2 muestra un diagrama esquematico de la vista lateral del irradiador. La calibracion del irradiador
se llevo a cabo mediante el uso del dosimetro Fricke en la posicién de irradiacion de los roedores.

—
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2- Tubo de acceso de la camara de irradiacion.
- Cémara de irradiacion
(8.89 cm didmetro x 13.97 cm altura)
4.- Puerta de la cdmara de irradiacién
5.~ Fuentes de *Co
6.- Camara en posicion de irradiacién

Figura 4.2 Diagrama esquematico del GammaCell 200 (vista lateral).

4.2 Determinacion de la tasa de dosis del irradiador GammacCell 200

La tasa de dosis del irradiador GammaCell 200 se determin6 con el dosimetro Fricke descrito en la
seccion 1.8.1. Las muestras de esta solucion con un volumen aproximado de 4.7 mL, fueron
irradiadas durante 90 y 149 min dentro de un recipiente cilindrico de Pyrex de 1 cm de didmetro
interno, 1.3 cm de diametro externo y 10 cm de altura, el cilindro se llen6 con solucién Fricke hasta
una altura de 6 cm. Su absorbancia se midi6 en un espectrofotometro UV visible modelo Cary-100
a una longitud de onda de 304 nm. Los resultados obtenidos, empleando la relacion [1.38], se
muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Calibraciéon de GammaCell 200 mediante solucién Fricke.

Tiempo de irradiacion

Dosis Promedio

[ min] A(DO) [Gy]
0 0+0.00007 0+0.02
90.00+0.05 0.15563+0.00007 43.274+0.02
149.26+0.05 0.25393 4 0.00007 70.5940.02

Para obtener la tasa de dosis del GammacCell 200 se traz6 una gréafica con los datos de la tabla 4.1.
La Figura 4.3 muestra la gréafica de la dosis promedio como funcion del tiempo de irradiacion.

—
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Figura 4.3 Calibracién del GammaCell 200 empleando solucion Fricke.

Del ajuste correspondiente se obtuvo que la tasa de dosis absorbida promedio en el centro del
GammaCell y a tres centimetros de altura tenia una magnitud de 0.475 + 0.002 Gy min™ el 26 de
Septiembre de 2007.

4.2.1 Dosis de transito

El transito de los roedores por el GammacCell durante la irradiaciéon involucra una dosis adicional
debida al descenso y ascenso del émbolo hasta el lugar donde se encuentran las fuentes de *Co.
Para determinar esta dosis se emplearon dosimetros termoluminiscentes TLD-100 marca Harshaw
Bicron en presentacion de prisma rectangular de dimensiones 3mm x 3mm x 0.9 mm preparados de
acuerdo al siguiente protocolo:

1) Preparacion de los dosimetros. Horneado a 400°C durante 1 hora seguido de
enfriamiento a temperatura ambiente. Finalmente se hornearon a 100°C durante 2
horas.

2) Caracterizacion de los dosimetros. Se irradi6 un lote de dosimetros, 24 horas
después de hornearse, con particulas beta emitidas por una fuente calibrada de *Sr/*®Y
a una dosis de 0.36 Gy. De éstos se seleccionaron 12 cuyas respuestas fluctuaran como
maximo en una desviacién estandar del promedio del lote y posteriormente, se llevo a
cabo la identificacion de cada dosimetro (No. de dosimetro).

3) Irradiacion. Los dosimetros fueron irradiados a diferentes tiempos en el
GammacCell a una tasa de dosis de 0.475 + 0.002 Gy min™. Estos fueron colocados en
un contenedor de lucita con paredes de 4 mm de espesor para asegurar equilibrio de
particula cargada a una altura de 3 cm sobre la base de la camara de irradiacion. El
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tiempo D+A corresponde al tiempo que le toma descender y ascender al émbolo del
irradiador. Los resultados se muestran en la tabla 4.2.

4) Lectura. Se llevd a cabo en un equipo Thermo Fisher Scientific, Harshaw 3500
propiedad del Instituto de Ciencias Nucleares (ICN, UNAM).

Tabla 4.2 Tiempo de irradiaciéon, dosis y sefial TL de los dosimetros empleados para determinar la
dosis de descenso y ascenso del émbolo del GammaCell 200.

No. de Tiempo de Dosis Sefial Senial Senial
TLD irradi_acién Promedio TL T L promedio TLneta
: [n;ln] [Gy] [nC] [nC ] [nC ]
1 D+A) £ 0.05 99.15
+ ———
2 (D+A) £ 0.05 97.89 98.5£06
3 0.5+£0.05 0.24 £0.02 701.8
+ +
4 0.5+£0.05 0.24 £0.02 681.3 692+ 10 594+ 10
5 0.99 £ 0.05 0.47 £0.02 1289
+ +
6 0.99 £ 0.05 0.47 £0.02 1191 1240+ 49 114249
7 1.5+£0.05 0.71+£0.02 1778
8 1.5+0.05 0.71+£0.02 1809 1793+ 16 1695+ 16
9 1.99 + 0.05 0.95+0.02 2550
+ +
10 1.99 + 0.05 0.95+0.02 2444 2497 %53 2399 £53
11 3+0.05 1.43 +£0.02 3659 3634 + 95 3536 + 95
12 3+0.05 1.43 +£0.02 3610 B -

La sefial TL (3% columna, tabla 4.2) se obtuvo bajo los siguientes parametros:
= Voltaje de operacion del tubo fotomultiplicador: 730 V
= Tasa de calentamiento: 10°C s™*
= Intervalo de temperatura de adquisicion de la sefial: [30°C, 330°C]
= Tiempo de lectura: 30 s

Esta sefial se debe al tiempo de irradiacion mas el tiempo de descenso y ascenso del émbolo. Para
determinar la dosis debida al transito de los roedores en el GammacCell, se rest6 el promedio de la
sefial TL (D+A) al promedio de la sefial medida (4% columna, tabla 4.2) para obtener la sefial TL s
(5% columna, tabla 4.2).

La Figura 4.4 muestra la gréfica de la sefial TL e, como funcion de la dosis absorbida promedio. La
pendiente de la grafica corresponde al factor de proporcionalidad entre sefial TLpeta (STLpeta) Y
dosis.
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Figura 4.4 Sefial TLyeta (nNC) de dosimetros TLD-100 como funcién de la dosis.

La relacién obtenida del ajuste de los datos es
STL,,, (nC) = [2450+ 2] D (Gy) [4.1]

De los datos de la tabla 4.2, se tiene que la sefial TL promedio (D+A) es de 98.5 + 0.6 nC.
Empleando este valor y la relacion [4.1] se tiene que la dosis absorbida promedio debida al ascenso
y descenso del émbolo del GammacCell, a 3 cm de altura, tenia un valor de

D(o+4)= 0.0403+ 0.0004 Gy [4.2]
el 27 de Septiembre de 2007.

4.3 Distribucion de dosis en el irradiador GammacCell 200

Para determinar la distribucion de dosis en el irradiador GammaCell 200 se emplearon peliculas de
tinte radiocromico GafChromic® HD-810 fabricadas por ISP Technology. Se cort6 un rectangulo de
pelicula de aproximadamente 12 x 1.8 cm y un circulo de 8.8 cm de didmetro los cuales fueron
irradiados a una tasa de dosis de 0.475 + 0.002 Gy min™. Para obtener el tono de color de la pelicula
sin irradiar se recortd un rectangulo de 2.1 x 1.8 cm. Las imagenes digitalizadas de las peliculas se
muestran en la Figura 4.5.
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Figura 4.5 Imdgenes digitalizadas de las peliculas GafChromic® HD-810 empleadas en la
determinacién de la distribucién de dosis. a Pelicula sin irradiar. Peliculas irradiadas: b Rectangulo
de 12x1.8 cm y ¢ Circulo de 8.8 cm de diametro.

Para determinar la distribucion de dosis en el centro del GammaCell y a lo largo del eje vertical de
la cdmara de irradiacion, se irradié la PTR cortada en forma de rectangulo entre dos placas de lucita
de 6 mm de espesor para garantizar condiciones de equilibrio de particula cargada. La distribucion
de dosis en la direccion radial fue analizada mediante el uso de la pelicula circular. Las peliculas se
digitalizaron empleando un escéaner de reflexion marca Microtek ScanMaker modelo E3, propiedad
del Instituto de Fisica de la UNAM.

La digitalizacion consiste en la descomposicion de la imagen en una matriz de m x n elementos
denominados pixeles, donde cada uno de éstos tiene un valor proporcional a su nivel de gris. Las
imégenes se adquirieron con el software ScanWizard Pro 6.51 a color (8 bits) con una resolucion
espacial de 300 dpi en formato TIF y separadas en cada una de sus componentes, roja, verde, y azul,
con el programa ImageJ® 1.38x. Las dimensiones de las imagenes digitalizadas a, b y ¢, mostradas
en la Figura 4.5, son: 278x224, 1444x204 y 1044x1057 pixeles, respectivamente.

Con el programa ImageJ® 1.38x se obtuvo un valor promedio en escala de grises de la componente
roja de la pelicula sin irradiar (TCj) de 228 + 1. Para calcular la respuesta de las peliculas se emple6
la relacion [1.42] en cada uno de los valores (i, j) de las matrices correspondientes a las imagenes
digitalizadas de las peliculas irradiadas. Para obtener los valores de dosis absorbida en las peliculas,
se utilizé la ecuacion [1.43] en cada valor matricial de las imagenes de respuesta. Las imégenes
resultantes se muestran en la Figura 4.6. Para llevar a cabo estos calculos se empled el programa
OriginPro 7.5.

—
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Figura 4.6 Imagenes correspondientes a la respuesta y dosis de las peliculas GafChromic® HD-810
empleadas. A1 Imagen de respuesta de la pelicula rectangular. A2 Imagen de valores de dosis de la
pelicula rectangular. B1 Imagen de respuesta de la pelicula circular. B2 Imagen de valores de dosis

de la pelicula circular.

La distribucion de dosis dentro del GammaCell se obtuvo a partir del analisis de las imagenes de
valores de dosis rectangular y circular. Se promediaron cerca de 200 valores de la pelicula
rectangular por cada uno de los 1444 pixeles de la longitud de la pelicula para obtener la
distribucion de dosis en el centro del GammaCell y a lo largo del eje vertical de la camara de
irradiacién. La distribucién obtenida se muestra en la Figura 4.7
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Figura 4.7 Distribucién de dosis en el centro del GammacCell a lo largo del eje vertical de la cAmara
de irradiacion. Se muestra el promedio * una desviacién estdndar.
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La distribucion de dosis en la direccidn radial del GammaCell se obtuvo al promediar 284 valores
por cada uno de los 1057 pixeles del diametro de la pelicula circular. La distribucién de dosis
obtenida se muestra en la Figura 4.8.
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Figura 4.8 Distribucién de dosis en la direcciéon radial del GammaCell. Se muestra el promedio +
una desviacion estdndar. Las lineas punteadas corresponden a la posicién de los roedores dentro
del GammaCell.

4.4 Irradiacion de los roedores

El Instituto de Investigaciones Biomédicas (1B, UNAM), establece en su codigo ético para
personal académico [Hudson, et al., 2005] los lineamientos para el cuidado y uso de animales de
laboratorio, por lo que fue necesario someter el protocolo de investigacién al consentimiento de la
comision de bioética para la investigacion en animales.

El protocolo fue aprobado bajo los siguientes lineamientos:
Animal: Ratones machos de la cepa BALB/c de 4 a 5 semanas de edad y entre 20-30 g de
peso.
Tamafio minimo de la muestra por dosis: 4 roedores
Sedante: Pentobarbital
Dosis: 100 mg kg™
Via: Intraperitoneal (IP)
Frecuencia: Dosis Unica
Meétodo de eutanasia: Dislocacion cervical
Categoria del experimento segun el dafio que causan a los animales: Categoria B
(experimentos que causan dolor o estrés leve, o dolor de poca duracion -eutanasia-).

Los ratones fueron alimentados ad libitum y mantenidos en periodos de 12 h de luz y 12 h de
oscuridad. Se les inyectd Pentobarbital via IP a una dosis de 100 mg kg™ disuelto en NaCl al 0.9%.

—

—



Capitule IV

R S T R

Una vez anestesiados, los roedores fueron trasladados al Instituto de Ciencias Nucleares para llevar
a cabo la irradiacion. Para mantenerlos inmovilizados en el centro del GammaCell y para que la
irradiacion fuese lo més uniforme posible, fue disefiado un soporte de madera sobre el que se
acoplaba un cilindro de carton que mantenia al raton erguido, inmévil y en el centro del irradiador
(Figura 4.9).

Figura 4.9 Soporte disefiado para llevar a cabo las irradiaciones de los
roedores dentro del GammacCell. A. Vista frontal, B. Vista superior.

Los roedores de control (0 Gy) fueron sedados y sometidos al mismo estrés que el resto de sus
compafieros provocado por su manipulacion, suministro de pentobarbital y traslado desde el 1IB al
ICN, aunque a diferencia del resto, no fueron introducidos al interior del GammaCell.

De las distribuciones de dosis obtenidas (radial y en el eje vertical de la cdmara de irradiacion) y

con base en las mediciones anatémicas de los roedores, las dosis de irradiacién promedio a los
diferentes 6rganos de estudio se muestran en la tabla 4.3.

Tabla 4.3 Dosis de irradiaciéon promedio a los 6rganos de interés.

Organo Dosis 1[Gy ] Dosis2 [ Gy ] Dosis 3[ Gy ] Dosis4 [ Gy ]
Rifién 0 0.53+0.04 1.05+£0.02 400+0.2
Higado 0 0.54 £ 0.06 1.07 £ 0.06 4,09+0.2
Pulmén 0 0.57 £0.05 1.12£0.08 42%03

Cerebro 0 0.58 £ 0.04 1.16 £ 0.07 44+0.2

Después de la irradiacion, los ratones fueron llevados al Instituto de Investigaciones Biomédicas y
sacrificados por dislocacion cervical. Se extrajeron el pulmon, el cerebro, el rifion y el higado de
cada raton, se lavaron con NaCl al 0.9% a 4°C para eliminar el exceso de sangre y finalmente se
almacenaron a -70°C para su uso posterior.

4.5 Protocolo de extraccion de ARN

La extraccion de ARN de los tejidos se llevo a cabo conforme al protocolo general del Trizol®
Reagent, Invitrogen® [Chomczynski y Sacchi, 1987; Chomczynski, 1993]. Este método se basa en
el uso de una solucién monofésica de fenol e isocianato de guanidina para la lisis de las células y la

=]
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separacion de la muestra en dos fases, acuosa y organica, seguida de la extraccién y precipitacién
del ARN total.

La cantidad de ARN por obtener mediante este proceso, por mg de tejido extraido, se muestra en la
tabla 4.4.
Tabla 4.4 Cantidad esperada de ARN por mg de tejido extraido.

Tejido ARN
Higado 610 ug
Rifion 3-4ug
Pulmén 15-2ug
Cerebro 1-15ug

Los pasos en la extraccion de ARN son los siguientes:
i. El tejido extraido se homogeniza en 1 ml de Trizol seguido de incubacion a temperatura
ambiente por 5 minutos y centrifugacion a 12,000g durante 10 minutos a 4°C.

ii. Se desecha el pellet resultante y al sobrenadante se le agregan 0.2 ml de cloroformo. Se
mezcla vigorosamente por 15 segundos, se incuba a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos
y se centrifugaa 12,000 x g a 4° C.

iii. Se transfiere la fase acuosa (fase incolora) a un nuevo tubo. EI ARN se precipita mezclando
esta fase con 0.5 ul de isopropanol. La muestra se incuba a temperatura ambiente por 10
minutos y se centrifuga por 10 minutos a 12,000 x g a 4° C.

iv. Finalizada la centrifugacion, el ARN es visible en el tubo. Se retira el supernadante, se lava
el pellet con 1 ml de etanol al 75% y se centrifuga 5 minutos a 7500 x g a 4°C.

v. Después de la centrifugacién, se retira el supernadante. Se deja secar el pellet y se le
agregan 100 ul de agua libre de RNasas [5 Prime® Molecular Biology Grade Water
RNase/DNase/Protease free] (enzimas que degradan el ARN). Se incuba a 50°C durante 10
min y finalmente se almacena a -70° C.

4.6 Integridad y pureza del ARN extraido

Para llevar a cabo la técnica RT-PCR (Apéndice 0) es necesaria la comprobacioén de la integridad y
pureza del ARN extraido para asegurar una adecuada amplificacion. Para determinar la integridad
del ARN total extraido, se sometieron las muestras a electroforesis horizontal a 80 V durante 30
minutos en gel de agarosa al 1.0% en solucidon amortiguadora TAE 1x. El tefiido se llevé a cabo
mediante bromuro de etidio (1 ug ml™). EI ARN se observd en un transiluminador con luz
ultravioleta a 260 nm. La radiacion UV es absorbida por el ARN y emitida al bromuro de etidio,
que a su vez, reemite la radiacion a 590 nm en la region rojo-naranja del espectro visible. De las
fotografias obtenidas se observan la integridad de las bandas 18S y 28S de ARNm para descartar la
presencia de contaminacion.

La pureza del ARN se determiné por espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm

(A0 Y Azgo) de muestras de 2 ul de ARN. El cociente Axso/Azg indica la pureza del ARN. El valor
comunmente aceptado para ARN es de 2.0, sin embargo, la absorbancia de los &cidos nucleicos a

—
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estas longitudes de onda depende de la fuerza iénica y el pH del medio en el que se encuentre
disuelto el ARN. Este efecto es independiente del método de purificacion.

Un extenso estudio de los efectos del pH y fuerza i6nica desarrollado por Wilfinger, et al., 1997,
muestra que el cambio en la relacién de absorbancias, Aje/Azg, Se debe principalmente a la
disminucién en la absorbancia a 280 nm cuando la fuerza idnica y/o el pH aumentan. Aunque
valores elevados de la razdn Ajg/Azg NO indican una buena purificacion de ARN, valores bajos
(menores que 1.7) si indican que el ARN esta contaminado y su uso puede no ser conveniente para
algunas aplicaciones.

4.7 Sintesis de ADNc

El ADNCc se sintetiza del ARN total obtenido por medio de la transcripcion reversa. Las moléculas
de ARNm funcionan como molde creando el ADNc basado en la correspondencia de bases ARN
con las bases ADN complementarias. Los oligonucledtidos dT actGan como cebadores y los
dinucledtidos trifosfato funcionan como sustrato para la transcriptasa reversa.

La sintesis de ADNCc se realiza en 2 fases:
Fase 1.
Se prepara la muestra con los siguientes elementos
1) 2.0 ug de ARN
2) 2 pl de Primer oligo dT
3) Agua libre de RNasas (completar el volumen de la reaccion a 18 ul)

En esta fase, la reaccion se somete a un ciclo de desnaturalizacién a 70°C por 5 minutos en un
termociclador. Transcurrido este tiempo el microtubo que contiene la reaccion se coloca en hielo
para que los oligo dT se unan al ARN.

Fase 2.
Se agregan a la muestra:
1) 1 ul de dinucledtidos trifosfato (ANTPs) 10 mM
2) 5 pl de solucion amortiguadora 5x
3) 1 pl de retrotranscriptasa del virus de leucemia murina (M-MLV RT, Promega®)

La mezcla se somete a un ciclo de sintesis de ADNc a 37°C por 50 minutos y a un ciclo final de
desnaturalizacion de la enzima a 50°C por 5 minutos en el termociclador. Una vez concluidos los
ciclos, el ADNCc se almacena a 4°C.

4.8 PCR

Para llevar a cabo los ensayos de PCR se emplearon oligonucle6tidos especificos para cada uno de
los genes de interés. En la tabla 4.5 se muestra la secuencia de oligonucle6tidos y la temperatura de
alineamiento empleados en la determinacion de niveles de expresion de ARNm, asi como el tamafio
esperado del producto de amplificacion.

—
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Tabla 4.5 Secuencia de oligonucleétidos y condiciones empleadas en la determinacién de niveles
de expresion de ARNm para distintos genes de interés.

Gen Oligonucleottidos Tm Tamario
Secuencia (5’- 3°) [°C] Producto PCR
TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT T (F)
GAPDH CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC C (R) 60 940 pb
AGG AGC TTC GGG ACT GTATT (F)
7-GCS TGG GCT TCA ATG TCA GGG AT (R) = 650 pb
o CGT GGT GGA CTT CTC TGC TAC GTG GTG (F) " 16050
GGT CGG CAT GCA TTT GAC TTC ACA GTC (R)
oy TOCAGAAAGACC CAAGAAATCCTCAGTCA (F) 19050

TGG AGA TTA GAT CACTGC ATCCGC CTATG (R)

El nimero de ciclos empleado en la amplificacion de los segmentos de ADN correspondientes a
Trx1, Grx1, y-GCS y GAPDH para cada uno de los 6rganos de estudio se muestran en la tabla 4.6.
Este nimero de ciclos de determin6 a partir de la parte lineal de las curvas de amplificacion
obtenidas para cada proteina y 6rgano de interés.

Tabla 4.6 Numero de ciclos empleados en PCR.

Gen Organo No. de ciclos Gen Organo No. de ciclos
Higado 24 Higado 21
Rifién 24 Rifién 20
r-GCS Cerebro 24 Trxl Cerebro 22
Pulmén 28 Pulmon 20
Higado 22 Higado 26
Rifion 24 Rifion 26
Grx1 Cerebro 24 GAPDH | erebro 2
Pulmén 25 Pulmon 26

Los ensayos de PCR fueron realizados con los siguientes reactivos:
1.-1 ul de ADNc
2.-1 ul de dNTPs 2 mM
3.- 1 ul de cada uno de los oligonucle6tidos (sentido y antisentido) 5 mM
4.- 0.8 ul de MgCl, (25 mM)
5.- 2 ul de solucién amortiguadora (5x)
6.- 3 ul de agua libre de RNasas
7.- 0.2 pl de Platinum® Taq Polymerase de Invitrogen

La amplificacion se realizé bajo las siguientes condiciones:
I. 5 minutos, 94°C (desnaturalizacion inicial)
1. Ciclos de
30 segundos, 94°C (desnaturalizacion)
30 segundos, T, (alineamiento)
30 segundos’ y 1 minuto?, 72°C (extension)

=
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I11. 5 minutos, 72°C (extension final)
! para Trx1y Grx1.
2 para GAPDH y y — GCS.

Después de la amplificacion, los productos obtenidos del PCR se sometieron a electroforesis en gel
de agarosa horizontal al 2.0%. Para la preparacion y electroforesis del gel se emplearon los
siguientes reactivos y equipo:

1. Solucion amortiguadora de corrida TAE 1x

2. Agarosa

3. Cémara de electroforesis con peine previamente lavados con agua destilada.

Al gel se le aplicaron 80 V durante 40 minutos (para Grx1 y Trx1) y 50 minutos (para GAPDH vy y-
GCS). El tefiido se llevo a cabo mediante bromuro de etidio (1 ug ml™). La imagen, en escala de
grises de 16 bits, de los productos amplificados por PCR se obtuvo con un fotodocumentador Gel
Logic 200, Imaging System (Kodak®), mostrado en la Figura 4.10, para su posterior analisis
densitométrico con el programa ImageJ® 1.38x.

Figura 4.10 Fotodocumentador Gel Logic 200, Imaging System (Kodak®), propiedad del Instituto de
Ciencias Biomédicas UNAM, utilizado para obtener las imagenes de los productos amplificados por PCR.
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RESULTADOS

En este capitulo se presentan los niveles de expresién de ARNm de las proteinas Grx1, Trx1 y la
enzima y-GCS en higado, rifidn, pulmoén y cerebro de ratones de la cepa BALB/c tras irradiarlos con
rayos gamma de 1.25 MeV (energia promedio) a cuerpo entero a diferentes dosis. Como referencia
se emplearon los niveles de ARNm correspondientes a la enzima Gliceraldehido-3-fosfato-
dehidrogenasa (GAPDH).

5.1 Viabilidad del ARN

La extraccion de ARN por medio del método del Trizol® permitié obtener ARN de higado, pulmén,
rifidn y cerebro de roedores en condiciones Optimas y con baja contaminacion de ADN. La
integridad del ARN extraido puede observarse a partir de la fotografia tomada al gel de agarosa
(1%) tras someter las muestras de ARN a electroforesis horizontal. La Figura 5.1 muestra estas
fotografias donde se pueden observar las bandas del 28S y 18S ribosomal.

288 .

i

ARN degradado

Figura 5.1 Viabilidad del ARN extraido de los diferentes 6rganos de estudio: a) higados, b) rifiones,
c) cerebros y d) pulmones.

Cuando el ARN se encuentra contaminado se observa en el gel de agarosa una mancha como la
seflalada en la figura 5.1 d), que corresponde a proteinas de bajo peso molecular. Para estas
muestras se repitio la extraccion hasta observar la integridad del ARN.

La pureza del ARN se determin6 con un espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 midiendo la
absorbancia de muestras de 2 pl de ARN, a 260 y 280 nm (Azg Y Azgo). Como blanco comparativo
se empleo agua destilada. La tabla 5.1 muestra el cociente de las absorbancias obtenidas Azeo/Azgo.
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Tabla 5.1 Cociente de las absorbancias de las muestras de ARN extraido. Las entradas H, R, Cy P
corresponden a higado, rifién, cerebro y pulmoén respectivamente. Los subindices i,j se refieren a la
dosis (Gy) y al nimero de control del roedor irradiado, respectivamente.

Muestra | Axgo/Asge | Muestra | Axgo/Asgo | Muestra | Asgo/Asgo | Muestra | AxgolAsso
Hos 1.96 Rox 1.98 Cox 191 Pos 181
Hoo 1.93 Roz 1.96 Coy 1.84 Pos 1.87
Hos 1.95 Ros 1.9 Cos 192 Pos 1.9
Ho. 1.89 Ros 198 Cou 1.86 Po. 193
Ho_5y1 1.91 R0.5,1 1.95 CO.5,1 1.91 P0.511 1.9
Ho_5y2 1.94 R0.5,2 1.97 Co_5,2 1.88 P0.512 1.9
Hoss 1.91 Ross 1.91 Coss 1.9 Poss 1.97
Hoss | 195 Rose | 197 Cosas 1.89 Poss 184
His 197 Ry, 188 Coy 1.86 Py 1.94
Hio 19 Ry 1.89 Cis 1.87 P.s 1.9
His 1.97 Ris 1.94 Cis 185 Prs 187
Hog 1.96 Rys 1.86 Cos 1.89 Py 19
Haa 1.96 Ry 198 Cus 1.86 Pys 179
Heo 2.00 Raz 1.94 Cuz 181 Pys 1.88
Hes 1.95 Rus 1.91 Cus 1.94 Pas 1.83
Haa 1.98 Rus 1.9 Co 1.90 Pa 185

Notese que el cociente Ajg/Asgg Varia entre 1.8 y 2.0; esto indica un buen estado de pureza del
ARN ya que se considera que valores por debajo de 1.7 implican contaminacién en la muestra.

5.2 Niveles de expresion de ARNm

Después de llevar a cabo la técnica RT-PCR al ARNm extraido del higado, rifién, cerebro y pulmon
de ratones de la cepa BALBI/c, tras irradiarlos con rayos gamma de 1.25 MeV de energia promedio
a cuerpo entero a diferentes dosis, los productos obtenidos por PCR se sometieron a electroforesis
en un gel de agarosa horizontal tefiido posteriormente con bromuro de etidio (1 pg mi™).

Las imagenes de los productos amplificados por PCR correspondientes a la enzima y-GCS vy las
proteinas Trx1 y Grx1 en los 6rganos de interés, se obtuvieron con un fotodocumentador Gel Logic
200, Imaging System (Kodak®) para su analisis densitométrico con el programa ImagelJ® 1.38x.
Todos los analisis se realizaron con imagenes de 16 bits normalizadas, es decir, imagenes con el
nivel de gris minimo igual a cero. Algunas de las imagenes obtenidas se muestran en la Figura 5.2.
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Figura 5.2 Muestra de las imagenes de los productos amplificados mediante PCR obtenidas con un
fotodocumentador Gel Logic 200, Imaging System (Kodak®). Los nameros 1, 2, 3 y 4 se refieren a la
dosis administrada: 0 Gy, 0.53 £ 0.04 Gy, 1.05 £ 0.02 Gy y 4.00 £ 0.01 Gy, respectivamente.
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Para determinar los niveles de expresion de las proteinas de interés en cada 6rgano de estudio, se
utilizé la enzima GAPDH como control interno. La actividad de esta enzima esté relacionada con la
regulacién de la glucdlisis y se encuentra codificada como un solo gen funcional en el ser humano,
raton, gallina y rata, el cual se halla altamente conservado en estas especies. Se ha reportado que los
niveles de expresion de este gen permanecen constantes durante el crecimiento celular y en las
diferentes fases del ciclo celular. Por estas razones, GAPDH es ampliamente utilizada como control
interno en diversas técnicas de cuantificacion de ARNm [Bathia, et al., 1994].

Para analizar el cambio en la expresion del ARNm de las proteinas Trx1, Grx1y y-GCS, se utiliz6
la prueba de andlisis de varianza de una via (One-Way ANOVA) con la prueba de Holm-Sidak para
comparacion mdaltiple de promedios a diferentes dosis. EI manejo estadistico se realiz6 con el
programa SigmasStat version 3.11, Systat Software, Inc.

5.2.1 Niveles de expresion de ARNm en Higado.
Los cambios en la expresion de ARNm en el higado de ratones BALB/c se muestran en la Figura
5.3, 1os valores corresponden a la media + desviacién estandar.
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Figura 5.3 Niveles de expresiéon de ARNm de las proteinas y-GCS, Trx1 y Grx1 con respecto al
control (GAPDH) en higado de ratones BALB/c irradiados con rayos y a diferentes dosis.
*p<0.001, **p=0.05

De acuerdo con el andlisis estadistico, la hipdtesis nula (H,) supone inicialmente que los promedios
del nivel relativo de ARNm a diferentes dosis es el MmiSmO: Hcontro=Ho.54£0.066y=H1.07£0.066y=H4.0920 2Gy.
Dicha hipétesis tiene la finalidad de establecer estadisticamente si existen cambios ‘significativos’
en los niveles de expresion. En el caso del higado, se rechazd la hip6tesis con un nivel de
significancia para a=0.1%, p<0.001 para todas las dosis con respecto al control, excepto para Trx1
a 0.54+0.06 Gy (p=0.05) y entre diferentes dosis a excepcion de y-GCS a 0.54+0.06 Gy y
1.07+0.06 Gy (p=0.16).
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Los resultados establecen una clara induccion de ARNm de las proteinas Trx1, Grx1 y y-GCS en
higado de ratén debida a radiacion indirectamente ionizante (rayos y) tras 50 £ 10 min de haber
Ilevado a cabo la irradiacion a cuerpo entero. Esto indica que dichas proteinas forman parte de los
complejos mecanismos de defensa celular ante los efectos causados por radiacion.

Los resultados muestran un incremento en la transcripcién de los genes que codifican las proteinas
evaluadas al aumentar la dosis, lo cual era de esperarse ya que el grado de dafio celular provocado
por radiacion ionizante es proporcional a la dosis absorbida, por lo que las células responden con un
mayor incremento en la sintesis o activacién de proteinas que coadyuven en la defensa antioxidante.

Se encontré que la relacion entre la expresion de y-GCS y la dosis es lineal (r=0.9961), mientras que
la expresion de las otras proteinas de estudio aumenta con la dosis, ademas se puede observar un
aumento en la expresion de y-GCS de 31.5% de 1.07+0.06 a 4.09+0.2 Gy siendo de 25.3% y 10.2%
para Grx y Trx respectivamente. Es interesante encontrar una considerable expresion de y-GCS en
higado pues este 6rgano es el que mayor concentracion de GSH contiene (10 mM). Esto indica la
necesidad de la produccion de novo de GSH con la finalidad de contrarrestar los efectos tdxicos
provocados por la radiacion ionizante, manifestando asi el importante papel que juega el GSH en la
defensa celular.

Otra situacion interesante se presenta en la diferencia de expresion de mensajeros entre Grx y Trx,
siendo mayor la transcripcion de Grx. Si bien los sistemas Trx y GSH/Grx son complementarios,
también presentan actividades superpuestas que proveen una redundancia parcial en sus funciones,
por lo que la diferencia de expresion revela la preferencia de las células hepéticas en la produccion
de Grx. Esto podria explicarse parcialmente por la habilidad de Grx para catalizar reacciones no
s6lo mediante mecanismo ditiol (como en el caso de Trx) sino también via monotiol, siendo este
altimo mecanismo indispensable para la reduccion de proteinas glutationiladas.

5.2.2 Niveles de expresion de ARNm en Rifion.

Los cambios en la expresion de ARNm en el rifién de ratones BALB/c se muestran en la Figura 5.4,
los valores corresponden a la media + desviacion estandar.
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Figura 5.4 Niveles de expresién de ARNm de las proteinas y-GCS, Trx1 y Grx1 con respecto al control
(GAPDH) en rifién de ratones BALB/c irradiados con rayos gamma a cuerpo entero a diferentes dosis.
*
p<0.001.

Con base en el anélisis estadistico llevado a cabo, se rechazd H, con un nivel de significancia para
o = 0.1%, p<0.001, para todas las dosis con respecto al control y entre diferentes dosis para cada
proteina de estudio a excepcién de Trx1 a 0.53+0.04 y 1.05+0.02 Gy (p=0.02) asi como entre
1.05+0.02 y 4.00+0.2 (p=0.02).

De la Figura 5.4 se observa un aumento en el nivel relativo de ARNm al aumentar la dosis. En el
caso de Trx1 no se aprecia un cambio significativo a diferentes dosis salvo la comparacién con
respecto al control.

Los resultados muestran una mayor expresion de Grx1 con respecto a la expresion de las otras
proteinas, lo cual es bastante interesante y probablemente se deba a la participacion de Grx1 en la
deglutationilacion de proteinas clave, pues el reservorio de Trx1 es micromolar mientras que para
GSH es milimolar. Esta diferencia hace a Trx1 méas adecuada para sefialamientos redox y al sistema
GSH/Grx més idoneo para detoxificacion.

Al igual que en higado, la necesidad de la sintesis de novo de GSH indica la importancia de este
tiol, en las células renales, bajo condiciones de estrés oxidante, pues su produccion es indicativo de
la gran acumulacién de GSSG y probablemente, de la saturacion de la Glutation Reductasa (GR).

5.2.3 Niveles de expresion de ARNm en Cerebro.
Los cambios en la expresion de ARNm en el cerebro de ratones BALB/c se muestran en la Figura
5.5, 1os valores corresponden a la media + desviacién estandar.
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Figura 5.5 Niveles de expresién de ARNm de las proteinas y-GCS, Trx1 y Grx1 con respecto al control
(GAPDH) en cerebro de ratones BALB/c irradiados con rayos gamma a cuerpo entero a diferentes dosis.
x|
p<0.001.

Con base en el andlisis estadistico llevado a cabo, se rechaz6 H, con un nivel de significancia para
o = 0.1%, p<0.001, para todas las dosis con respecto al control y entre diferentes dosis para cada
proteina de estudio.

Nuevamente, los resultados muestran un aumento en el nivel relativo de ARNm al aumentar la
dosis. En este caso, ya se puede apreciar una expresion organo-especifica de las proteinas de
estudio, pues a diferencia de higado y rifidn, en cerebro los niveles de expresion de Trx1 estan por
arriba de Grx1. Este resultado es interesante pues se debe tener en consideracion que por la alta
demanda metabdlica, el cerebro es especialmente vulnerable al dafio por ROS ya que consume
aproximadamente el 20% del oxigeno del cuerpo, estd enriquecido con &cidos grasos
poliinsaturados que son rapidamente peroxidables, contiene altos niveles de hierro y ascorbato que
son catalizadores clave para la peroxidacion de lipidos y posee solamente una capacidad
antioxidante moderada la cual le confiere mayor susceptibilidad por dafio oxidante.

Posiblemente la diferencia en la expresion entre Trx1 y Grx1 se deba a que Trx1 es més eficiente
que Grx1 para reducir puentes disulfuro (producidos ampliamente durante condiciones de estrés
oxidante), debido en parte al bajo potencial redox de Trx1 (-270 mV) respecto al potencial de Grx1
(-233 mV) [Kohéryova M. y Kollarova M., 2008], ademés de que Trx1 juega un papel importante
en la regulacion de factores de transcripcion como NF-xB y AP-1.
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Los resultados muestran ademas la necesidad de sintesis de novo de GSH, al igual que en higado y
rifidn, indicativo del importante papel que juega este tiol ante el estrés oxidante generado por
radiacion ionizante.

5.2.4 Niveles de expresion de ARNm en Pulmon.
Los cambios en la expresién de ARNm en el pulmon de ratones BALB/c se muestran en la Figura
5.6, los valores corresponden a la media + desviacién estandar.
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Figura 5.6 Niveles de expresién de ARNm de las proteinas y-GCS, Trx1y Grx1 con respecto al control
(GAPDH) en pulmdn de ratones BALB/c irradiados con rayos gamma a cuerpo entero a diferentes dosis.
*
p<0.001.

Con base en el andlisis estadistico llevado a cabo, se rechaz6 H, con un nivel de significancia para
o = 0.1%, p<0.001, para todas las dosis con respecto al control y entre diferentes dosis para cada
proteina de estudio.

Los resultados demuestran la induccion de ARNm de las proteinas de estudio y el aumento en su
expresion al aumentar la dosis absorbida. Al igual que en los casos anteriores, es a dosis mayores
donde se nota la diferencia de expresion entre las tres proteinas de estudio. En el caso del pulmén
puede observarse la similitud en la induccién de ARNm a 0.57 y 1.12 Gy, no obstante, es a 4.2 Gy
donde se observa el contraste entre Trx1, Grx1 y y-GCS. Esto es un reflejo del papel que juegan
estas proteinas en diferentes tejidos cuando son sometidos a altos niveles de estrés oxidante.

A 4.2 Gy puede observarse una diferencia en la expresion de Trx1 y Grx1 del 10.7% y del 24.5%
entre Trxl y y-GCS. Posiblemente esta diferencia pueda explicarse por el aumento en la
concentracion de GSSG y la consecuente disminucidn del cociente GSH/GSSG, lo cual conlleva el
aumento en la actividad de la GR asi como de la transcripcion de y-GCS. Ademas de que el dafio
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inducido por radiacion, la generacion de radicales libres y de ROS inducen una gran cantidad de
procesos de sefializacion celular donde Trx1 participa activando factores de transcripcion e
inhibiendo procesos apoptéticos.

5.2.5 Niveles de expresion de ARNm de y-GCS en los 6rganos de interés.

Para identificar la posible respuesta érgano-especifica en la induccién de ARNm de las proteinas de
estudio, se graficaron los niveles de expresion de cada proteina como funcion de la dosis para cada
Organo de interés. La Figura 5.7 muestra estos niveles para el caso de la proteina y-GCS.
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Figura 5.7 Niveles de expresion de ARNm de y-GCS con respecto al control (GAPDH) en todos los
6rganos de interés de ratones BALB/c irradiados con rayos gamma a cuerpo entero a diferentes dosis.

En la Figura 5.7 se observa la expresion de la proteina y-GCS en cada 6rgano de interés, como ya se
habia mencionado anteriormente, en el caso del higado la relacion entre dicha expresion y la dosis
es lineal (r=0.9961) en el intervalo de dosis de estudio, mientras que en los demas casos se observo
un aumento en los niveles relativos de ARNm al aumentar la dosis absorbida. La mayor induccion
de transcripcion de y-GCS en higado refleja la necesidad de produccién de novo de GSH, ya que
éste es el 6rgano con mayor contenido de GSH y es Unico desde dos puntos de vista en cuanto a su
biosintesis, el primero se debe a la habilidad Unica de los hepatocitos de convertir metionina en
cisteina a través de la via de transulfuracion, y el segundo implica la velocidad de biosintesis de
GSH en el hepatocito la cual es equilibrada por su velocidad de exportacion al plasma sanguineo,
bilis y mitocondria mediante diferentes sistemas de transporte [Fernandez-Checa, et al., 1992]. Los
niveles de transcripcion de y-GCS obtenidos en rifidn, cerebro y pulmén son indicativos del papel
tan importante que desempefia el GSH en la defensa celular ante los efectos producidos por
radiacion ionizante. El pulmon es el 6rgano que presentd menor nivel de expresion de y-GCS,
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aunque solo 10% por debajo de rifién y cerebro, hecho probablemente relacionado con el consumo
de GSH exportado por el higado, siendo el pulmén uno de los mayores consumidores de este tiol.

5.2.6 Niveles de expresion de ARNm de Trx1 en los 6rganos de interes.
La Figura 5.8 muestra los niveles de expresion de Trx1 en funcion de la dosis para cada 6rgano de

interés.
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Figura 5.8 Niveles de expresién de ARNm de Trx1 con respecto al control (GAPDH) en todos los érganos
de interés de ratones BALB/c irradiados con rayos gamma a cuerpo entero a diferentes dosis.

En el caso de Trx1, los resultados sugieren una respuesta Organo-especifica en cuanto a la
transcripcion de esta proteina, aunque tal afirmacién requeriria un estudio mas detallado. Destacan
los altos niveles de expresién en pulmoén, efecto inequivoco del papel que juega Trx1 en la
proteccion contra los efectos producidos por radiacion. Tales niveles pudieron alcanzarse debido a
la participacion de Trx1 como cofactor, agente reductor y su asociacion con otras proteinas,
actividades que parecen poseer un efecto relevante en la respuesta celular ante radiacion ionizante.
Como cofactor de peroxirredoxinas, Trx1 juega un papel directo al reducir especies oxidantes,
como peroxido de hidrégeno. Como cofactor de la ribonucleétido reductasa y la metionina
sulfoxido reductasa, Trx1 contribuye en la reparacién de ADN y en la reduccion de constituyentes
celulares oxidados [Powis y Montfort, 2001]. Ademés, la forma reducida de Trx1 inhibe la
actividad de ASK1, cinasa reguladora de la sefial de apoptosis [Saitoh, et al., 1998] y finalmente,
como agente reductor, Trx1 cataliza la reduccion de puentes disulfuro y grupos de metionina
sulfoxido en proteinas. El efecto neto de la reduccion de proteinas mediada por Trx1 podria ser el
de tratar de restaurar las funciones celulares normales.
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5.2.7 Niveles de expresion de ARNm de Grx1 en los 6rganos de interés.
La Figura 5.9 muestra los niveles de expresién de Trx1 en funcién de la dosis para cada 6rgano de
interés.
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Figura 5.9 Niveles de expresion de ARNm de Grx1 con respecto al control (GAPDH) en todos los 6rganos
de interés de ratones BALBI/c irradiados con rayos gamma a cuerpo entero a diferentes dosis.

En el caso de Grx1, los resultados muestran la interrelacion del sistema GSH/Grx1 a través de la
transcripcion de y-GCS y Grx1, obteniendo una mayor expresion de Grx1 con respecto a y-GCS en
todos los 6rganos de estudio a excepcién de cerebro, hecho que demuestra la rapida mediacion del
GSH ante el dafio producido por radiacion y la ulterior necesidad de su produccion al disminuir el
cociente de concentracion GSH/GSSG.

Parte de los altos niveles de expresion de Grx1 alcanzados en rifion, higado y pulmén podrian
explicarse por la habilidad de esta proteina para catalizar reacciones via mecanismo monotiol y no
solo ditiol como Trx1. Este mecanismo es necesario en la reduccion de los complejos GSH-
Proteinas (glutationilacién), proceso de gran importancia biolégica ya que protege contra la
oxidacion irreversible del grupo sulfhidrilo en proteinas y sirve como reservorio de GSH durante
estrés oxidante, ademas de jugar un papel clave en la modulacién de los intermediarios implicados
en los procesos de sefializacion, pues las proteinas glutationiladas son inactivadas.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La radiacion ionizante difiere de muchos otros agentes fisicos o quimicos por el hecho de que actla
sin distincién sobre todas las moléculas de una determinada muestra. Esta accion indiscriminada
conduce a una desconcertante variedad de reacciones que ocurren en las células irradiadas.
Usualmente, los efectos producidos por la radiacion sobre determinadas moléculas, como el ADN,
son descritos como la suma de dos procesos: por accion directa, que reune los efectos de la energia
depositada directamente en las moléculas blanco y mediante accion indirecta, que involucra los
efectos de las especies reactivas formadas y que se difunden del lugar de su creacion hasta
reaccionar con alguna molécula blanco.

Altas concentraciones de especies reactivas son perjudiciales para la célula debido a que pueden
reaccionar con biomoléculas como lipidos, acidos nucleicos y proteinas e inactivar su funcion. Uno
de los radicales libres mas reactivo es el hidroxilo OHe, un poderoso oxidante que, aunque de
difusién celular limitada, puede dafar la mayoria de los compuestos organicos [Czapski, 1984].
Este radical puede atacar directamente los lipidos de membrana e iniciar su peroxidacion, proceso
gue tiene como consecuencia la disminucion en la fluidez de la membrana y, con ello, la alteracion
de sus propiedades e interaccién con proteinas. Ademas, durante este proceso de peroxidacion se
generan productos de degradacion, como los aldehidos, altamente reactivos que pueden dafiar otras
moléculas. Todas las cadenas laterales de los aminoacidos que forman parte de las proteinas son
susceptibles de ser atacadas por el radical hidroxilo, aunque algunas son mas vulnerables que otras
como es el caso de las cadenas laterales de la tirosina, la fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la
metionina y la cisteina. En consecuencia, la exposicion de proteinas a radicales libres conduce a
modificaciones estructurales que pueden acompafiarse de una fragmentacién quimica, un
incremento en la susceptibilidad al ataque proteolitico y a la pérdida de la funcién biolégica.

Sin embargo, uno de los blancos mas importantes del OHe es el ADN. La importancia biologica de
los &cidos nucleicos obliga a considerar como un efecto de gran repercusion el que se presenten
modificaciones o deleciones de las bases de la molécula de ADN causadas por la presencia de
radicales libres. La interaccion de radicales libres con el ADN causa cambios conformacionales,
alteracion de bases, pérdida de nucle6tidos, rompimientos Unicos de cadena (SSB) o rompimientos
de doble cadena (DSB), aductos entre la base nitrogenada y el azlcar, y uniones covalentes con
proteinas con las que estd interaccionando. Todas estas modificaciones pueden resultar en
mutagénesis o en un blogueo del proceso de replicacion del ADN [Sies, 1993; Sies y Menck, 1992].
Las modificaciones de las bases se deben, en gran parte, a los metales de transicion,
fundamentalmente al ion ferroso (Fe**), que se encuentra unido al ADN y que, en presencia del
peréxido de hidrégeno (H,0,), genera el hidroxilo, el cual puede atacar tanto purinas como
pirimidinas, ademés de generar SSB y DSB.
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Otro radical perjudicial para la célula es el superoxido (<05 ). El efecto mas nocivo de éste es el de
inactivar ciertas enzimas con centros de hierro-sulfuro (Fe-S) debido a su tendencia a ser
electrostaticamente atraido al &tomo de hierro de estos centros cataliticos. Tras la union, el <05
oxida de forma univalente el centro Fe-S, que en su forma oxidada es inestable y se degrada [Flint,
et al., 1993]. El hierro liberado de estos centros Fe-S dafiados puede inducir mutagénesis, por lo que
la produccion de <0, esta también relacionada con una alta tasa de mutacion [Farr, et al., 1986].

El peréxido de hidrégeno, aunque es menos reactivo que el *0; y el OHe, puede, debido a su
elevada capacidad de difusion, reaccionar con gran cantidad de biomoléculas e inactivar su funcién,
puede oxidar las cadenas laterales de los aminoécidos e inducir la introduccion de grupos carbonilo
[Stadtman y Levine, 2003] y al igual que el *O,, puede oxidar directamente enzimas con grupos
hierro-sulfuro [Flint, et al., 1993]. Generalmente, estas modificaciones conllevan una alteracion en
la estructura de la proteina que conduce a la pérdida de funcion o actividad; sin embargo, también
se han descrito modificaciones reversibles inducidas por H,O, gue no suponen pérdida de funcion.
El H,O, puede oxidar de forma irreversible el grupo tiol (R-SH) de los residuos de cisteina
generandose estados altos de oxidacion como sulfinicos y sulfonicos que producen la inactivacion
de la proteina; sin embargo, esta oxidacion también puede ser reversible por la formacion de grupos
sulfénicos que pueden reducirse de nuevo al grupo tiol (R-SH) o bien reaccionar con otras cisteinas
cercanas y formar puentes disulfuro intermoleculares. Esta reversibilidad en la oxidacion permite
modular actividades enzimaticas o regular la actividad de proteinas que actlan como sensores de
ROS, mientras que los estados de oxidacion sulfinicos y sulfonicos no pueden ser reducidos a
cisteina.

En situaciones de estrés oxidante, el cual ocurre cuando la produccién de ROS sobrepasa la
capacidad de los mecanismos celulares de defensa antioxidante basales para neutralizar estas
especies toxicas, se activan en la célula rutas de activacion mediante la transmisién de sefiales
moleculares a través de factores de transcripcion especificos que aumentan la expresion de genes
que codifican para proteinas antioxidantes. Esta respuesta especifica a estrés oxidante tiene como
funcidn disminuir los niveles de ROS asi como reparar los dafios producidos por ellos.

Estad muy bien documentado que la radiacion ionizante produce cambios en el material que atraviesa
mediante la produccion de iones, radicales libres y estados excitados. En general, estas especies son
muy reactivas, sus valores de constantes de rapidez de reaccion de segundo orden son altos y su
vida media intracelular es muy corta debido a la presencia de elevadas concentraciones moleculares.
Ademas de existir evidencia que sugiere que la presencia de radicales libres induce la activacion de
sistemas protectores.

Para investigar la respuesta 6rgano especifica inducida por la radiacion ionizante en los sistemas
Trx y GSH/Grx, se irradiaron roedores de la cepa BALB/c a cuerpo entero en un irradiador
GammacCell 200 con rayos gamma de 1.25 MeV a diferentes dosis entre 0.5 y 4 Gy consideradas
intermedia y alta, respectivamente. La tasa de dosis del irradiador se determind empleando solucién
Fricke, la dosis de transito de los roedores dentro del GammacCell se estim6é mediante el uso de
dosimetros termoluminiscentes y la distribucién de dosis (axial y radial) se estimd con pelicula de
tinte radiocrémico.
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La transcripcion de los genes de proteinas con actividad antioxidante como Trx1, Grx1y y-GCS en
cuatro organos de interés: el higado, el rifidn, el pulmoén y el cerebro, se determind mediante la
técnica RT-PCR empleando la transcripcién del gen de la enzima GAPDH como control interno.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion indican que las proteinas Trx1,
Grx1y y-GCS forman parte de los sistemas de defensa antioxidante ante los efectos producidos por
la radiacién ionizante, ya que este agente exdgeno indujo la transcripcidn de los genes que codifican
para dichas proteinas. Tal transcripcion es resultado de toda una compleja red de sefializacion
celular desencadenada tanto por los efectos directos como indirectos de la radiacién.

El anélisis de resultados revel6 una correlacién clara entre los niveles de expresion de ARNm de las
proteinas de estudio y la dosis absorbida, encontrandose un aumento de dichos niveles al aumentar
la dosis absorbida. Por otra parte, los distintos niveles de expresion de ARNm sugieren una
respuesta Organo-especifica de las proteinas de estudio, aunque la afirmacion de tal conjetura
requerird de un estudio mas detallado utilizando para ello un intervalo de dosis mas amplio tomando
en consideracion la dosis letal LDsq50 (dosis de radiacion necesaria para acabar con la mitad de una
poblacién de individuos en un periodo de 30 dias) utilizando roedores de la misma cepa y edad,
pues se ha comprobado que el valor de la LDsy5 depende de ambos factores [Grahn y Hamilton,
1956; Calcutt, et al., 1970].

Se sabe que los sistemas Trx y GSH/Grx tienen funciones y mecanismos de regulacién en comuin,
no obstante, la diferencia entre los niveles de transcripcion de Trx1 y Grx1 sienta la base para
suponer una disimilitud funcional entre ambos sistemas bajo condiciones de estrés oxidante, ademas
de evidenciar la participacion de distintos factores de transcripcion para llevar a cabo la sintesis de
éstas. En el caso de higado y rifion, la expresion de Grx1 es mayor que la de Trx1 en el intervalo de
dosis de estudio, pero la diferencia es mas notable al aumentar la dosis absorbida. Este
comportamiento probablemente se encuentre relacionado con la concentracion de GSH en el higado
y el rifién, pues tal reservorio brindaria un aumento en la eficiencia del sistema GSH/Grx,
justificaria el aumento en la transcripcion de Grx1 y plantearia la importancia del papel que juega
este sistema bajo condiciones de estrés oxidante.

En cuanto al cerebro y el pulmon la situacion es diferente, ya que la transcripcion de Trx1 sobrepasa
a la de Grx1, aunque solo en un 10% en la situacién de mayor estrés oxidante. Este resultado
también destaca la importancia del sistema GSH/Grx, siendo GSH de vital importancia en cerebro,
ya que este 6rgano parece especialmente susceptible al ataque de especies reactivas ya que sus
células utilizan el 20% del oxigeno consumido por el cuerpo a pesar de que ocupa solo el 2% del
peso corporal [Clarke y Sokoloff, 1999]. La generacion de ROS durante la irradiacion da mayor
vulnerabilidad al cerebro debido a que es rico en lipidos con &cidos grasos insaturados, los cuales
son el blanco de la peroxidacién lipidica. Ademas, el cerebro posee una actividad entre baja y
moderada de super Oxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa comparada con el rifién o el
higado [Cooper, 1997]. Todo lo anterior hace suponer una vulnerabilidad muy comprometida del
cerebro en condiciones de estrés oxidante, no obstante éste posee un efectivo sistema de defensa
antioxidante donde posiblemente el glutation desempefie un papel sustancial al reaccionar con
sustancias toxicas, tanto espontanea como enzimaticamente por medio de glutation S-transferasas
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para formar conjugados de GSH excretables; participando como transporte y reservorio de cisteina,
regulacion de apoptosis [Hall, 1999] y como modulador de sefialamientos celulares mediante
glutationilacion de cisteinas clave, localizadas en el sitio activo de las regiones reguladoras de
proteinas como cinasas, fosfatasas y factores de transcripcidn o por medio de la modulacién de vias
de sefializacion de transduccion sensitivas a ROS mediante cambios en el estado redox intracelular.

La importancia del rol que desempefia GSH en el cerebro queda de manifiesto por la transcripcion
de y-GCS alcanzando niveles de tan sélo 10% por debajo del higado (en las condiciones de mayor
estrés oxidante), siendo éste el érgano central para el metabolismo de GSH y es su principal
exportador via circulacion inter-6rganos (se cree que el 20% del GSH sintetizado de novo en el
higado es exportado desde los hepatocitos de rata, [Sies y Wendel, 1978]). Por todo lo anterior,
destaca el hecho de que en el cerebro y el pulmdn se hayan alcanzado altos niveles de transcripcion
de Trx1 en comparacion con el higado y el rifion, situacién que podria deberse al bajo potencial
redox de Trx1 lo cual le confiere el titulo de mejor reductor ditiol en el citosol, ademés de actuar
como cofactor de peroxirredoxinas, de la ribonucleétido reductasa y la metionina sulfoxido
reductasa, también contribuye en la reparacion de ADN, juega un papel crucial en la regulacion del
estado redox intracelular al reducir cuantiosos sustratos proteicos y participa en la regulacion de
factores de transcripcion y de apoptosis. Ademas de que Trx1 es excelente reductor de puentes
disulfuro de proteinas, llevando a cabo esta reaccién mucho mas rapidamente, por varios érdenes de
magnitud, que el GSH [Gonzalez y Mufioz, 2003]

Finalmente, existe evidencia que sefiala a Nrf2 como participe en la modulacién de y-GCS y Trx, no
obstante, los hallazgos de este trabajo sugieren que la transcripcion de Grx es modulada de manera
diferente, involucrando a otros factores u otras vias que seria importante conocer.

Gran parte de los resultados obtenidos en este trabajo han sido novedosos e interesantes, han
aportado informacién sobre los complejos sistemas de defensa antioxidante en los diferentes
organos de estudio, no obstante, una clara comprension de lo que ocurre en el universo celular
después de sufrir los efectos de la radiacion ionizante se atisba aun lejana. Este trabajo pretende
hacer aportaciones que sean capaces de promover nuevas investigaciones en este mismo contexto.

—
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Perspectivas futuras.
% Debido al traslado de los roedores después de la irradiacion del ICN al IIB, el tiempo
transcurrido hasta llevar a cabo la extraccion de 6rganos fue de 50 = 10 min. Un estudio
posterior requerird el andlisis de la modulacion del ARNm a intervalos de tiempo mayores
para observar el comportamiento temporal de los niveles de expresion tras la irradiacion.

¢+ Al comprobar que la transcripcion de las proteinas Trx1, Grxl y y-GCS es inducida por
radiacion ionizante, se podria analizar la expresion de proteinas relacionadas con éstas, tales
como las glutation S-transferasas, glutation peroxidasas, tiorredoxin-reductasa, GR, SOD,
CAT, asi como el contenido de GSH y GSSG intracelular en los diferentes 6rganos de
estudio. El anélisis de la cantidad de GSH, GSSG vy la expresion de las proteinas citadas,
brindaria mayor informacion sobre la funcionalidad y especificidad de los mecanismos de
defensa oxidante ante los efectos producidos por un agente externo como lo es la radiacion
ionizante.

¢ La técnica de biologia molecular RT-PCR, empleada en la experimentacién de este trabajo,
Gnicamente proporciona datos semi-cuantitativos, por lo que en futuros proyectos se sugiere
el uso de alguna técnica cuantitativa como PCR en tiempo real.

X3

%

Se plantea llevar a cabo un andlisis profundo de las posibles proteinas a emplear como
control interno en PCR cuya expresién no se altere por la radiacion ionizante, pues en este
ensayo se trabajé bajo la hipotesis de que GAPDH no se modulaba por este agente
ex0geno; una posibilidad podria ser la proteina B—actina.
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TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR EMPLEADAS

El siglo XX fue testigo de una explosion de conocimiento en el &rea de la Biologia Molecular. Este
nuevo conocimiento ha demostrado de manera mas clara que toda la vida en la Tierra esta muy
relacionada: todos los organismos vivos emplean ADN y ARN para almacenar y transferir
informacién genética, y todos emplean el mismo cddigo genético para fabricar sus proteinas. A
medida que aumentd el conocimiento sobre la manera de trabajar de la maquinaria hereditaria, los
cientificos comenzaron a preguntarse si el material genético y el proceso de expresion podian ser
manipulados. Estas interrogantes provocarian el surgimiento de técnicas basadas en la aplicacion de
los agentes naturales para la manipulacion del ADN: las enzimas.

0.1 ADN polimerasas

Las ADN polimerasas son enzimas que copian ADN. Sintetizan una nueva cadena individual que es
complementaria a la cadena molde de la molécula parental, por adicion de nuevos nucle6tidos al
extremo 3’ de la cadena naciente. Para sintetizar nuevo ADN, las ADN polimerasas requieren
obligatoriamente de una hebra molde y una secuencia iniciadora (cebador o primer). Un cebador es
una secuencia corta de oligonucle6tidos que se une en forma complementaria especifica a una
cadena Unica de &cido nucleico, de manera que su extremo 3’ quede disponible para ser el punto de
inicio de la nueva cadena de ADN. La primera base del ADN naciente se une por medio de una
union fosfodiéster al extremo 3 del cebador, y es complementaria a la base de la cadena molde. La
sintesis avanza a medida que se afiaden mas bases a la nueva cadena (Figura 0.1).

Molécula Cebador
de ADN 3

5' 3

i 1 2 4§ ¥ 8 1 3 5 L i 1 f 0. 07 R L ELL 5

Regién no apareada

Adicién de los cuatro nucleétidos
y la ADN polimerasa

LOLLEE Y

La ADN polimerasa sintetiza una nueva
cadena complementaria (en naranja)
afiadiendo nuevos nucledtidos al extremo
3' del cebador.

Figura 0.1 Actividad de la ADN polimerasa.

Las ADN polimerasas han sido purificadas de una amplia variedad de organismos. Un grupo de
estos organismos cuyas ADN polimerasas han adquirido gran importancia en los laboratorios son
las bacterias que viven a muy altas temperaturas (como los manantiales calientes y las emisiones
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termales del fondo del océano). Dado que sus ambientes naturales son muy calientes, estas ADN
polimerasas funcionan a muy altas temperaturas. Los cientificos actualmente emplean estas
polimerasas resistentes al calor para copiar fragmentos de ADN por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).

0.2 ARN polimerasas

Las ARN polimerasas son las enzimas que leen una secuencia de ADN vy sintetizan una molécula de
ARN complementaria. La ARN polimerasa requiere una secuencia de bases especial en el molde de
ADN, denominada promotor, como sefial del sitio de inicio de la transcripcion pero no necesita un
cebador (Figura 0.2). Al igual que las ADN polimerasas, las ARN polimerasas han sido purificadas
de una gran variedad de organismos, dado que todos los organismos deben transcribir sus genes.

ARN polimerasa

Promotor
—

ADN

La ARN polimerasa reconoce y
se une al promotor.

Al anadir los cuatro ribonucleétidos
la ARN polimerasa sintetiza ARNm
complementario a una de las hebras
de ADN.

Tt %,|

—

ARN

Direccion del movimiento
enzimatico.

Figura 0.2 Actividad de la ARN polimerasa.

0.3 Transcriptasas Inversas

Como sugiere su nombre, las transcriptasas inversas leen una secuencia de ARN y sintetizan una
secuencia de ADN complementario (a menudo abreviado ADNc o cDNA,; Figura 0.3). Estas
enzimas estan producidas por retrovirus que convierten su genoma de ARN en una secuencia de
ADN cuando infectan una célula hospedadora. Las transcriptasas inversas han permitido a los
cientificos sintetizar genes como ADN, a partir de un ARNm. Esta habilidad es Util para tratar genes
eucariotas, dado que los genes originales a menudo estan divididos en pequefias piezas separadas
por intrones (regiones de ADN no codificante) en el cromosoma. EI ARNm de estos genes ha sido
sometido a splicing o procesado en la célula eucariota, los intrones han sido eliminados, dejando
solamente la secuencia codificante. La transcriptasa inversa puede convertir este ARNm en un gen,
sin necesidad de procesarlo, por que estara formado por la secuencia codificante de la proteina.

—
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Figura 0.3 Actividad de la transcriptasa inversa

0.4 Sintesis de ADNc

El ADNCc se sintetiza a partir de una hebra simple de ARNm (sin secuencias intronicas) utilizando la
enzima transcriptasa inversa. Esta enzima trabaja sobre un molde de cadena simple de ARN,
creando el ADN complementario basado en la correspondencia de bases. Se ha encontrado que el
ARNm de células eucariotas posee una cola de Adeninas en el extremo 3°, de forma que
oligonucledtidos dT se unen a estas bases y actiian como cebadores de la transcriptasa inversa.

0.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En 1985, se introdujo una nueva técnica que cambid por completo el panorama cientifico. Esta
técnica esencialmente permitié a los cientificos generar un ilimitado namero de copias de
fragmentos de ADN especificos. Fue inventada por Kary Mullis, un cientifico de la industria
biotecnoldgica. La esencia de la idea de Mullis consiste en poder disponer de una reaccién en un
tubo de ensayo en la cual la ADN polimerasa duplique una molécula de ADN individual en dos
moléculas, luego se dupliquen a cuatro, luego en 8, etc., hasta contar con un nimero de 2* copias de
la molécula original, donde x es el nimero de ronda de sintesis final. Esta nueva técnica se
denomind Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction).
Las investigaciones de Mullis se basan en las caracteristicas de las enzimas ADN polimerasas y
procesos de hibridacion. La hibridacion es un proceso también conocido como annealing o
renaturalizacion, en el cual dos hebras de ADN de cadena sencilla con una secuencia de bases
complementarias se unen para formar una molécula de ADN de doble cadena correctamente
apareada.

La técnica PCR se divide en una serie de pasos descritos a continuacion:

I.- Inicializacion y Desnaturalizacién. Para iniciar la reaccion en cadena, un gran ndmero de
cebadores especificos se mezclan con la molécula molde en un tubo de ensayo conteniendo solucién
amortiguadora (sustancia que mantiene la mezcla al pH correcto) y desoxinucledtidos trifosfato.
Esta mezcla se calienta a alta temperatura para que las dos hebras de la molécula parental se
desnaturalicen o separen (Figura 0.4).
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Figura 0.4 Desnaturalizacién de una hebra de ADN.

I1.- Alineamiento. Tras la desnaturalizacion, se deja que la mezcla se enfrie. Tedricamente, las dos
hebras de ADN parental podrian alinearse y volver a formar pares de bases. Sin embargo, existen
tantas moléculas de cebadores en la mezcla que éstos, al ser moléculas mas cortas que las hebras de
ADN, encuentran primero sus secuencias complementarias en las hebras parentales, antes de que
dos hebras complementarias puedan aparearse completamente. Asi es que una molécula de cebador
hibrida a cada una de las hebras parentales. Para ello es necesario bajar la temperatura a Ty,
(temperatura de alineamiento o melting temperature) durante cierto tiempo, permitiendo asi el
alineamiento (Figura 0.5).

m"""l !

Figura 0.5 Fase de alineamiento.

I11.- Extension. Seguidamente se afiade la ADN polimerasa. Los cebadores hibridan a las
moléculas molde de cadena simple y permiten a la ADN polimerasa comenzar la sintesis de ADN,
anadiendo el desoxirribonucledtido correcto al extremo 3’ del cebador formando nuevas cadenas
complementarias (Figura 0.6). Para la Taq polimerasa, la temperatura de maxima actividad esta en
72°C. El tiempo de extensién depende tanto de la ADN polimerasa usada como de la longitud del
fragmento de ADN que se va a amplificar. Hay una regla bésica: en su temperatura 6ptima, la
polimerasa de ADN polimerizara mil bases en un minuto, por lo que cada enzima empleada tendra
tiempos de extension diferentes.

=

—



Apéndice 0

Figura 0.6 Extension.

IV.- Elongacion Final. Etapa Unica que se lleva a cabo a una temperatura de 72°C durante 5
minutos tras el Gltimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier ADN de cadena simple
restante sea totalmente ampliado.

Después de un corto tiempo, la mezcla se calienta otra vez, con lo cual las dos hebras de la nueva
molécula de ADN se desnaturalizan, originando cadenas simples y se repite nuevamente el proceso.
Este proceso de desnaturalizacion, alineamiento y extension de ADN es repetido una y otra vez, a
menudo unas 25 6 30 veces, originando un alto nimero de moléculas.

Inicialmente, las primeras PCR se llevaban a cabo con ADN polimerasas de E. coli, la cual se
inactivaba a las altas temperaturas de desnaturalizacién. Por lo tanto se debia afiadir mas enzima al
inicio de cada paso de sintesis. Sin embargo, algunos organismos que habitan en manantiales
calientes y fuentes termales oceanicas, poseen ADN polimerasas que no se inactivan a las
temperaturas de desnaturalizacion del ADN. La PCR moderna es llevada a cabo con ADN
polimerasas termorresistentes, por lo que la enzima puede ser afiadida una Gnica vez al inicio de los
ciclos de replicacion.

0.6 Electroforesis en Gel

En el curso de la mayoria de manipulaciones de ADN es deseable tener una vision de los segmentos
de ADN con los que se esté trabajando. ElI método estdndar empleado para separar fragmentos de
ADN es la electroforesis en gel de agarosa. Otros geles fabricados con materiales alternativos son
muy Utiles en algunas circunstancias. La agarosa es un polisacarido que se disuelve en agua
hirviendo y luego se transforma en gel a medida que se enfria. EI ADN se introduce en pequefios
pocillos en el gel, éste se coloca en una celda con una solucién de agua y sales y luego se aplica una
corriente eléctrica a través del gel. Debido a que el ADN esta cargado negativamente (por sus
grupos fosfato), es atraido hacia el electrodo positivo del campo electroforético (Figura 0.7).
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Figura 0.7 Electroforesis en Gel

Todo el ADN colocado en el gel migra hacia el polo positivo, pero el material del gel hace que las
moléculas de ADN mas grandes se muevan mas lentamente que las pequefias, por lo que durante el
mismo periodo de tiempo, los fragmentos de ADN mas pequefios migraran mas rapidamente que un
fragmento més grande, de hecho, la velocidad de migracion de fragmentos de ADN a través de la
agarosa es inversamente proporcional al log;o de sus pesos moleculares. Después de un tiempo, la
corriente eléctrica se interrumpe, y el gel completo se coloca en una solucion colorante de ADN.
Después de la tincion el ADN puede ser observado. El patron se podra ver como una serie de
bandas en el gel, y cada una de estas bandas correspondiente a un determinado tamafio de
fragmento de ADN. Puede haber millones de moléculas en cada banda, pero todas del mismo
tamafio o peso molecular.
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