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L—@NED—2 Introduccion T TNED—~2

La utilizacién de la radiacion con fines terapéuticos comenzé a principios del siglo XX. Desde
entonces, una de las fuentes de radiacién que son empleadas en los hospitales es la de %Co
que emite radiacion y. En la actualidad, gran parte de las terapias de tratamiento en pacientes
con cancer esta basada en los resultados obtenidos de las curvas de dosis-respuesta para el
tipo de célula por irradiar, su ciclo celular y las condiciones fisicas y quimicas que las rodean
(presencia de oxigeno), asi como del tipo de radiacién por utilizar, por lo que resulta importante
conocer el mecanismo de interaccion de la radiacién con los tejidos celulares.

Desde el punto de vista biolégico, aunque los diferentes tipos de radiacion (radiacién
electromagnética, electrones, particulas cargadas) tengan la misma energia inicial, éstos
difieren en la manera en la cual la radiacion deposita su energia en la materia y por lo tanto,
en su efecto en la respuesta bioldgica.

El efecto biologico de la radiacion esta vinculado con el dafio que ésta produce en el ADN. La
acumulacién de esas lesiones puede ocasionar el inicio de transformaciones a nivel celular
tales como mutaciones puntuales, intercambio de cromatidas y/o aberraciones cromosomicas
debido a la replicacion o recombinacion del dafio inducido al ADN, por lo que resulta
importante cuantificar y predecir dicho dafio a través de la elaboracién de curvas de dosis-
respuesta.

Se han sefialado diversos efectos de la interaccion de la radiacion (directa o indirectamente
ionizante) con el ADN. Entre los més importantes estan los rompimientos Unicos de cadena
(SSB), rompimientos dobles de cadena (DSB), formacion de complejos ADN-proteina (DPC),
formacién de radicales libres y aberraciones cromosomicas, entre otros. Los rompimientos de
cadena SSB y DSB son los mas conocidos y, hasta el momento, estan catalogados dentro de
los mas dafiinos [Hall, 1994]. Los entrecruzamientos ADN-proteina son uniones de tipo
covalente o i6nicas entre ADN y proteinas. Se producen como consecuencia de la generacion
de especies reactivas o radicales libres que genera la radiacion ionizante. Ocurren cuando las
proteinas, que han sido peroxidizadas por radiacién, generan radicales libres, los cuales
forman entrecruzamientos entre las macromoléculas. Se ha reportado que la formacion de
este tipo de entrecruzamientos esta relacionada con la formacién de tumores, probablemente
debido a la disrupcion en la replicacién del ADN y a la desactivaciéon de los genes supresores
de tumor como p53 [Recio, et al. 1992].



Se ha encontrado que las condiciones ambientales en las que esté inmersa la célula juegan un
papel fundamental en la formacién de DPC. Tales condiciones se refieren a la presencia (o
ausencia) de oxigeno u otro gas, presencia de cierto tipo de acarreadores de iones, del tipo de
proteinas involucradas, de las condiciones ionicas en las que se encuentre la célula, etc.
[Zhang, et al. 1994].

La formacién de DPC inducidos por radiacion ionizante asi como su mecanismo de
entrecruzamiento se ha estudiado muy poco, sin embargo, como se mencioné anteriormente
existen referencias [Chakrabarti, et al. 2001], [Ramirez, et al. 2000], [Zhitkovich, et al. 1998],
[Shaham, et al 2003] que indican que los agentes carcinogénicos inducen DPC; tal es el caso
de agentes quimicos como el formaldehido, la B-naftofiavona, el cis-platino y la radiacién
ionizante. Asi mismo, se ha obtenido que las células de mamiferos irradiadas con rayos y

forman aproximadamente la misma proporcion de DPC y DSB [Xue, et al. 1994], [Distel, et
al.2002].

Por lo anterior, una cuantificacion mas completa del dafio al ADN debera tomar en cuenta el
efecto de las proteinas tanto desde el punto de vista de la ciencia basica como de su
aplicacion en tratamientos de radioterapia, donde la reparaciéon de la célula determina el
tratamiento.

El objetivo del trabajo que se presenta a continuacion es estudiar la formacion de DPC, como
funcién de la dosis suministrada, en linfocitos de mamifero, irradiados por rayos y de ¥9Co bajo

condiciones isoténicas (PBS) y en hipoxia.

En el capltulo I, se hace una revisién de la interaccion de la radiaciéon con la materia, asi como
de los conceptos de dosimetria.

En el capitulo 1l, se describe la estructura del ADN, los dafios mas relevantes producidos por
la radiacion, las reacciones quimicas desencadenadas y el dafio biolégico del ADN.

Posteriormente, en el capitulo Il se describe el problema, los materiales y los métodos
empleados.

En los capitulos IV y V se presentan los resultados, discusién y conclusiones del trabajo de
investigacion.
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Fisica de la interaccién de la radiacién con la materia

En este capltulo se discuten algunos conceptos bésicos de la interaccién de la radiacién con Ia
materia y de dosimetria de la radiacion. Asi mismo, se hace una breve descripcion tanto de los
dosimetros termoluminiscentes y Fricke como de la fisica del funcionamiento del fluorémetro,
utilizados en este trabajo.

1.1 Radiacién

La radiacién es el transporte de energia sin la intervencion necesaria de un medio de
transporte. Esto puede llevarse a cabo ya sea por ondas electromagnéticas o por particulas
como electrones (e7), neutrones (n) o iones. Existen muchas fuentes naturales y artificiales de
radiacién, de hecho, vivimos expuestos a ellas de manera cotidiana. Tal es el caso del sol, gue
es la fuente mas importante de radiacion ultravioleta (UV).

La ionizacién es un proceso en el que un dtomo neutro adquiere una carga positiva o negativa.
La radiacion ionizante son particulas cargadas o no, con la capacidad de ionizar a un atomo
a través de diferentes procesos. Estd agrupada en radiacién directamente ionizante y en
radiacién indirectamente ionizante.

Decimos que la radiacion es directamente ionizante cuando la energia es depositada
directamente por fa particula en el medio, tal es el caso de las particulas cargadas (e,
particulas a). La radiacién electromagnética como los rayos X y fotones y depositan su energia
a través de los electrones de!l medio con los que interaccionan, por lo que se les llama
radiacién indirectamente ionizante.

Los rayos v, son emitidos como parte de una desintegracién nuclear, y acompafan por lo
general a las emisiones de otras particulas, como las a o B, en donde el radiontclido emisor
deja, por lo general, al nicleo hija en un estado excitado. Cuando el nlcleo se desexcita se

emite radiacidon gamma. Tales fotones, tienen energias bien definidas y tipicas del nicleo
emisor.

Los elementos radiactivos se encuentran como componentes naturales en el medio ambiente,
aunque también pueden ser producidos artificialmente con cualguier miembro de la tabla
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periédica. Tal es el caso del ©Co, que es producido por la activacién del **Co con neutrones.
El ®®Co es un ntcleo inestable que decae emitiondo particulas B y rayos y con energia

promedio de 1.25 MeV, debido a la conservacién de la carga y energia durante la reaccion.
RCo-NNI+B +y,+7, (1.1]

Durante este proceso, mas del 99% de los decaimientos beta son a un estado excitado del
%0Ni, su desexcitacién al estado base es a través de emisién de 2 rayos y de 1.173 y 1,332
MeV [Khan, 2002]. Estos rayos y son la fuente de radiacién en las unidades de ®Co, como el
GammaCell 200. £l esquema de decaimiento se muestra en la figura 1.1.
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~ Figura 1.1. Diagrama de decaimiento del *°Co

1.2 Interaccidén de la radiacién con la materia

La interaccién de la radiacién con la materia ocasiona una serie de eventos tales como
atenuacién, absorcién, ionizacién, dispersion, excitacién, etc. La probabilidad de que ocurra
principalmente un evento depende directamente de ta energia del fotén incidente asi como de
la composiciébn atémica del medio con el que interacciona. Existen cuatro tipos de
interacciones importantes entre la radiacién electromagnética y la materia: Dispersién de
Rayleigh, Dispersion Compton, Efecto fotoeléctrico, Produccién de pares [Attix, 1986). En
fisica médica los mas importantes son los Gltimos tres; Compton y fotoeléctrico son procesos
esenclalmente de collsién, mientras que la produccién de pares constituye la conversion de
masa en energia.




1.2.1. Efecto fotoeléctrico

Es la interaccién en la que el fotén le transfiere totalmente su energla a un electrén de las
capas K o L del atomo. Ocurre predominantemente para fotones con baja energia en los que la
energia de ligadura del electrén no puede ser despreciada y cuando el nimero atémico del
material irradiado es grande. La energia cinética T del electrén corresponde a la diferencia en
energia del foton y la de ligadura del electrén Eg, y esta descrita por la ecuacién 1.2

T=hv-Es [1.2]

La vacancia dejada por el electrén en la capa debe de ser llenada por otro electrén orbital,
emitiéndose asi rayos X que son caracteristicos de cada atomo. La figura 1.2 muestra el
esquema del efecto fotoeléctrico.

Figura 1.2. Cinematica del efecto fotoeléctrico [Attix, 1986].

El coeficiente masico de atenuacion para el efecto fotoeléctrico esté dado por la ecuacion 1.3
[Attix, 1986].
3
T2 [1.3]
p hv

La ocurrencia del efecto fotoeléctrico es mas probable cuando la energfa del fotdn incidente es
igual o ligeramente mayor que la energia de ligadura del electrén, por |0 que a medida que se
incrementa la energfa del fotén incidente con respecto a la energla de ligadura de la capa K del
electron, el efecto fotoeléctrico cede su lugar como efecto dominante al efecto Compton.




1.2.2 Efecto Compton

Es el caso especial de la colisién entre un fotén (masa en reposo cero) con un electrén
atémico considerado libre (es decir, la energla del foton es mucho mayor que la energia de
ligadura del electrén). La dispersion Compton es el efecto dominante a energlas intermedias,
con un intervalo bastante amplio que va desde 20 keV hasta 30 MeV.

Ocurre cuando un fotdn incidente interacciona con un electron atémico considerado libre
transfiriéndole parte de su energia. Como resultado de esta interaccién, el electrén es sacado
del a&tomo a un angulo 8 y sale un nuevo fotén, con energia menor que la original a un angulo

¢. denominado fotén dispersado. La figura 1.3 muestra el mecanismo del efecto Compton.

mom.=hv/c

Figura 1.3. Mecanismo del efecto Compton.
La Iinea recta representa al electrén, la ondulada al fotén [Attix, 1986).

Si la energia cinética del fotdn incidente es hv y choca con el electrén cuya energia en reposo

es m,c’, entonces, la energia cinética que éste adquiere después de la colision es:
T = hv - myc? {1.4]

En un tratamiento en el que consideramos al electron y fotén como particulas y por
conservacién de energia y momento, se llega a las relaclones:

Ve hv _
"~ 1+ (hv/m_ c?)(1-cos ¢)

[1.5]

T = hv-hv' [1.6]




cot6={1+ —D-Yz—]tan[g] [1.7]
m,C 2

donde hv, hv' y T son las energlas del fotén incidente, el fotén dispersado y electrén
dispersado respectivamente.

De las relaciones 1.5 a 1.7 podemos observar que la maxima energla transferida al electron
ocurre cuando la colisidn es frontal. Asi mismo, puede observarse que siempre hay un fotén
disperso, ya que el electrén no absorbe la energla total del fotén. Fisicamente esto se debe a
que tanto el momento como la energla se conservan.

A diferencia del efecto fotoeléctrico, la interaccion Compton es independiente del nimero
atémico del material absorbedor, ya que este efecto involucra esencialmente a los electrones
de valencla del dtomo con el que interacciona, por lo que el coeficiente masico de atenuacién
para el efecto Compton (o/p) es basicamente el mismo para todos los materiales, y estd dado
por la ecuacion 1.8 [Attix, 1986)

N,Z

ZTeG & Z [1 8]

1|9

donde .o es la seccion eficaz de Kiein - Nishina

1.2.3 Produccién de Pares

Es un proceso de absorcién que ocurre siempre y cuando la energia del foton incidente sea
superior a 1.022 MeV, ya que durante este proceso se crean un positrén y un electrén con
masa en reposo de 0.511 MeV cada uno. Este evento toma lugar cuando un fotén interacciona
con el campo electromagnético del nucleo cediendo toda su energfa a la creacion de pares, el
remanente de energia es compartido por ambas particulas, como energfa cinética. La figura
1.4 muestra el mecanismo de la produccion de pares. La relacién entre la energia cinética del
positron (T*) y la energla cinética del electrén (T) esta dada como la diferencia en energia del
fotén incidente hv y la energla necesaria para crear el par electron-positron (2m.c?). La

ecuacion 1.8 muestra la conservacion de la energfa durante el proceso de creacion de pares.

T+ T = hv-2m,¢? [1.9]
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Figura 1.4. Produccién de pares en el campo de fuerzas coulombianas de un nuicleo atémico [Attix, 1986].

La probabilidad de que exista produccion de pares depende tanto de la energfa del foton
incidente como de la Z del material con el que interacciona. A mayor Z, y a mayor energia del

foton incidente, la probabilidad de Interaccién a través de la produccién de pares se
Incrementa.

Las dos particulas creadas (electrén y positrdn) no necesariamente reciben igual energia
cinética, pero en promedio esta dada como:

hv -1.022 MeV
2

T= [1.10]
Puede ocurrir también la produccién de pares, cuando el foton interacciona con el campo de
un electrén. En este caso se requiere que el fotén incidente tenga como minimo una energia
de 4m,c?, ya que divide su energla entre el par e* y & producidos y un electrén del atomo, por
lo que la conservacion de energia estd dada por la relacion 1.11

hv=1.022 MeV + T "+ T, + Ty (1.11]

Por lo que |a energia promedio de cada particula es:

Tzhv—'|.0§2 MeV . [1.12]

donde T' es la energfa cinética del positrén creado, Ty es la energia cinética del electrén
creadoy T, es la energia cinética del electrén del atomo.




1.3 Descripci6n del haz de fotones [Attix, 1986], [Khan, 2002].

Un haz de fotones monoenergéticos es atenuado en forma exponencial a medida que
atraviesa en un material. La atenuacién corresponde a un promedio del numero de fotones
primarios incidentes en un medio absorbedor que no sufrieron ninguna interaccién cuando
atravesaron un espesor x de dicho medio. Asi, para N, fotones iniciales que atraviesan un
espesor X, el numero de fotones que ha alcanzado esa misma distancia sin haber sufrido una
interaccién es igual al nimero de fotones transmitidos, N(x) y esta dado como:

N(x) = N, e™ [1.13 3]

donde p es el coeficiente de atenuacion, que depende de nimero atémico del medio y la
energfa del haz de fotones primario.

1.3.1 Coeficientes lineales de atenuaci6n (p) y de absorcion de energia (ten)

A medida que los fotones penetran en la materia, éstos tienen una probabilidad de interaccion,
por alguno de los procesos mencionados, dependiendo de la energla del fotdn incidente y de
ta composicién del material. A la probabilidad por unidad de distancia recorrida por el foton de
que éste interaccione por uno u otro proceso se le conoce como coeficiente lineal de
atenuacién, p . Sin embargo, es mas general referirse al coeficiente masico de atenuacién
Wp, debido a que esta cantidad relaciona la probabilidad de interaccién con el ndmero de
electrones presentes en un espesor determinado. p depende de la densidad, por lo que al

dividirlo por p, se obtiene la probabilidad de interaccién independiente de la densidad.

Despreciando las interacciones fotonucleares, podemos decir que el coeficiente masico de
atenuacién para interacciones de rayos y, por interacciones fotoeléctricas (t/p), dispersion
Compton (o/p), produccién de pares (x/p), y dispersion de Rayleigh (or/p), esta dado por la
ecuacién 1.13.

Cpr

B + % [1.13 b]
P P

+
©1Qq
+

O |~
o=

El coeficiente masico de absorcién de energla (ue,) estd definido como el producto del
coeficiente de transferencia de energla (uy) y (1-g), donde p, corresponde a la fraccién de
energla de los fotones que fue convertida en energfa cinética de las particulas cargadas, por




un espesor unitario de absorbedor, y g es 1a fraccion de la energia de las particulas cargadas
secundarias que no fue depositada en el medio y se transformé en radiacion de frenado. peq
esta dado por la ecuacién 1.14.

ben = My (1-0) [1.14]

En medios con bajo numero atémico, como el tejido, las interacciones se deben
principalmente a eventos de ionizacién, por lo que la produccion de radiacion de frenado es
practicamente despreciable y len = Lo

Desde el punto de vista bioldgico, p., €s una cantidad que permite la evaluacién de la dosls
absorbida en tejido, por lo que es de utilidad en radioterapia y radiobiologia.

1.3.2 Fluencia (¢ ): Es el nimero de fotones dN que entran a una esfera imaginaria en una

unidad de area de seccién transversal da.

dN
= 1.15
¢ T [1.15]
Por lo que la tasa de fluencia es:
- d¢)
- 1.16
i [1.16]

1.3.3 Fluencia en energia (*¥): Es el cociente de la suma de todas las energfas dEq de
todos los fotones que entran a la esfera de seccién transversal da

_ dE,
" da

Para un haz monoenergético, dE; representa el numero de fotones dN veces la energia hv

[1.17]

que lleva cada foton, y esta dada por la ecuacién 1.18.

dE, =dN-hv (1.18)

1.4 Conceptos de dosimetria [Attix, 1986], [Khan, 2002].

El efecto primario de la radiacién indirectamente ionizante, como los fotones y neutrones, en la
materia, es la transferencia de energla a los electrones del medio. Este efecto se debe
primeramente a la ionizacion (o excitacién) del medio, lo que produce una transferencia de

energla a los componentes esenciales de la célula que conduce a su dano biologico.




Como ya habiamos sefialado antes, no toda la energia que incide en el medio se queda ahl,
parte se transmite y parte se absorbe, siendo esta ultima la que cobra relevancia desde el
punto de vista dosimétrico.

141 Depésito de energia: Dosis absorbida

La dosis D esta definida para todos los tipos de radiacién, ya sea directa o indirectamente

ionizante, y corresponde al valor esperado de la energia absorbida en el medio, dividido por la
masa dm del volumen.

D=dE—abs [1.19]
dm

La unidad de dosis es el gray (Gy), y equivale a 1 J/kg. Aunque oficialmente ya no se utiliza,
algunas personas utilizan el rad como unidad de dosis, cuya equivalencia es:

1rad =100 erg/g = 0.01 Gy
14.2 Kerma

El Kerma (Kinetic Energy Release per Mass) es una cantidad no estocastica que sélo es
relevante para campos de radiacién indirectamente ionizantes tales como R-X, Ry o
neutrones. Esté vinculada con la energla cinética total transferida a las particulas secundarias,
por elemento de masa. Existen dos formas en que un electrén rapido puede perder su energfa:

i) Por Interacciones con electrones atémicos del medio absorbedor a través de fuerzas
coulombianas, las cuales son llamadas interacciones de colisién. Esta interaccién
produce ionizacién y excitacion en la cercanfa de la trayectoria del electron.

iiy Por interacciones radiativas con el campo coulombiano del nicleo atémico. En esta

Interaccion, los electrones son desacelerados por lo que emiten rayos X de frenado
o Bremsstrahlung.

Por lo anterior, el Kerma tiene dos componentes que relacionan la pérdida de energla de la

particula secundaria cargada, por unidad de masa, y son el Kerma de colisiones K. y el Kerma

de radiaciones, K;, como lo indica la ecuacién 1.20.

K= K.+ K, [1.20]




El primero corresponde a la primera etapa de transferencia de energla de radiacion ionizante
(fotones) a través de las pérdidas de energia debido a colisiones. El segundo, incluye cualquier
energfa que posteriormente pudiera perderse como radiacién de frenado.

1.4.3 Equilibrio de Particula Cargada (EPC)

En dosimetria de la radiacién, es necesario garantizar que en el volumen a considerar, para
cada particula de un tipo y energia que sale de dicho volumen, existe otra particula idéntica de
la misma energia que entra. En tales condiciones decimos que existe un equilibrio de particula
cargada, EPC. El concepto de EPC es importante debido a que cada elemento de masa que

constituye al volumen no se encuentra aislado, ya que de éste salen unas particulas y entran
ofras.

Una condicién necesaria pero no suficiente ocurre si el elemento de masa es parte de un
medio homogéneo a una profundidad mayor que el alcance de la particula cargada con mayor
energfa. Bajo equilibrio de particula cargada, Kerma y Dosis son iguales, siempre que la
pérdida de energfa por bremsstrahlung sea despreciable, es decir, que el Kerma de
radiaciones K; sea cero, por lo que la Unica componente del Kerma es el de colisiones K.. La
relacion entre la Dosis y el Kerma esta dada por la ecuacion 1.21. Sus unidades de medicion
son Jkg™.

EPC 1
D_K, = \u[—] [1.21]
EZ

K. es el Kerma de colisiones, y corresponde a la energia transferida debida a las colisiones de
los electrones secundarios con los del medio (ionizacién y excitacién), mientras que el Kerma
de radiaciones K; es la energia que se llevan los fotones producidos por las particulas
cargadas como bremsstrahlung.

1.44 Transferencia Lineal de Energia, LET

El depésito de energfa por particulas cargadas en el medio es importante para cuantificar la
dosis y su efectividad, desde el punto de vista bioldgico. Desde el punto de vista fisico, la
efectividad biol6gica de la radiacién depende de la cantidad promedio de energia transferida
por una particula cargada cuando atraviesa una unidad de trayectoria a través de la materia y
esta dada en términos de su LET (Linear Energy Transfer), que se refiere a la tasa promedio
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de energfa perdida por las particulas cargadas en un medio, que varfa con el tipo de radiacién.
Sus unidades son MeV cm’’, y esta dada como:

LET = - [95} [1.22]
dx

1.5 Dosimetro Fricke [Garcfa, 1979], [Attix, 1986].

El dosimetro Fricke fue desarrollado por H. Fricke y E.J. Hart en 1927. Esta formado por
sulfato ferroso amoniacal [ Fe (NH4)2(SO,)e 6NO | al 1x 10™*M, cloruro de sodio[ NaCl ] al 1x
10M, y acido sulfurico [ H,SO4] al 0.4 M, disueltos en agua tridestilada. Es un dosimetro
absoluto que permite determinar la dosis absorbida depositada en su propio volumen sensible
sin requerir una calibracion previa en un campo de radiacién conocido. En la concentracién
molar sefialada, posee un intervalo util de dosis que va de los 40 a 400 Gy, con una precision
entre 1y 2% de error.

£l mecanismo de funcionamiento del dosimetro Fricke es el siguiente: Cuando incide algun
tipo de radiacién en el dosimetro, se promueve la oxidacion en la solucién de sulfato ferroso
amoniacal, y los iones ferrosos se transforman en férricos. Debido a que esta solucion sufre
una oxidacion lenta a altas temperaturas (mayor que 50 ° C) aun cuando no se ha irradiado, se
recomienda que la solucién sea almacenada en un intervalo de 15 a 20 ° C. La dosis
absorbida se mide en términos del nimero de iones férricos (Fez‘) formados, y es una medida
indirecta del nimero de moléculas o radicales formados. Entre mayor sea la LET de la

radiacién incidente, mayor es la produccién de iones férricos.

“La energia de la radiacién absorbida por la solucion Fricke estd dada en términos del numero
de iones férricos formados por cada 100 eV de energia absorbida y se representa por el valor
G, dado por la ecuacién 1.23.

An 1
G=—x100 — 1.23
AE)< eV [ ]

donde An es el numero de moléculas o radicales formados por unidad de volumen y AE es la
cantidad de energla absorbida, expresada en eV por unidad de volumen.
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Existen diversas técnicas para determinar la dosis absorbida en el dosimetro Fricke. Por su
sencillez y precision, una de las mas utilizadas consiste en el empleo de un espectrofotdmetro
para medir el cambio en densidad Optica de una solucién irradiada con respecto de otra sin
irradiar, a una longitud de onda a la cual los iones férricos muestran la méxima absorcion. Lo
anterior es valido debido a que la concentracién de los iones férricos producidos es
proporcional a la absorbancia medida [Garcfa, 1979].

La Ley de Lambert-Beer expresa la linealidad de la absorbancia, como funcién de la
concentracién de iones férricos formados, mediante la relacion:

_AAN,V
- ed

n [1.24]

Donde n es el nimero de moléculas; N4 es el nimero de Avogadro; V es el volumen ocupado
por la solucién dosimétrica, d es la longitud de la trayectoria optica, AA es el cambio de la

absorbancia (o cambio en la densidad Optica) en la muestra y € es la constante de extincién
molar.

Dividiendo la relacién 1.23 por la masa del sistema, y considerando que la dosis absorbida es

AE/m, p=m/Vy AE la energla absorbida en €V por la solucién Fricke, se obtiene la relacion
1.25.

BE _BAN,V oo 8AN,

m eGdm eGpd

x100 [1.25]

Por lo anterior, y considerando que, para una fuente de $°Co, el valor de G es 9.74 x 107 J
[Garcla, 1979], la dosis absorbida por la solucién dosimétrica en Gy es:

D= 2ANs [1.26]
eGpd

La densidad 6ptica DO (también llamada absorbancia), estd definida como el cociente de la

cantidad de luz (l,) colectada sin la muestra, respecto de la que se colecta (I)) cuando esta

presente la muestra [Khan, 2002].
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ADO representa el cambio de la densidad 6ptica de una muestra que ha sido irradiada DO, con

respecto a una muestra sin irradiar DO, bajo las mismas condiciones de temperatura y
humedad, y esta dado como:

ADO = DO, - DO, [1.28]

Para el intervalo de dosis til en el dosimetro Fricke [40400 Gy], ADO tiene valores que van
de ~ 0.14 a 1.4 para una celda de 1 cm, medidos a una longitud de onda de 304 nm, que
corresponde a la longitud de onda a la que los iones férricos tienen su méxima absorcién y los

iones ferrosos la minima (o despreciable, es decir, cuando & (Fez") €$ mucho menor que &
3+
(Fe™)).

La dosis promedio absorbida por el dosimetro Fricke, como funcién de la densidad optica, se
obtiene a partir de la relacién 1.26 y de los valores para las constantes G =9.74x 107 J7, p =

1.024 x 10° kg/m®, € (Fe*") 25° ¢ = 218.7 m®mol” y d = 0.01, m para un campo de radiacién y

con energia entre 0.5a 16 MeV y D < 2x10 "Gy /s [Garcia, 1979].

D =278 (ADO) Gy [1.29]

1.6 Dosimetros termoluminiscentes [Altix, 1986], [Khan, 2002].

La termoluminiscencia es una propiedad que exhiben algunos cristales dieléctricos cuando
han sido irradiados. Consiste en la emision de luz visible mediante un estimulo térmico al
cristal, debido a que éste almacend una fraccién de la energla del campo de radiacion al que
estuvo expuesto. La propiedad termoluminiscente en los cristales requiere que éstos
contengan un “activador” a nivel de trazas, el cual aponta niveles adecuados de energla para
que ocurra el proceso. Los activadores proveen dos tipos de centros que se deben a las
imperfecciones en el plano del cristal. Uno de eflos son las trampas para electrones y
“agujeros” los cuales capturan y mantienen a los portadores de carga en un potencial eféctrico
por largos periodos de tiempo. El segundo tipo son los centros termoluminiscentes los cuales
emiten luz cuando los electrones y los agujeros tienen una recombinacion en dicho centro. Los

materiales termoluminiscentes poseen un volumen sensible con una cantidad de masa ~ 1 a
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100 mg, en donde es depositada la energla de radiacion y convertida en energia luminosa
[Khan, 2002].

Los dosimetros TL deben ser calibrados previamente en un campo de radiacién conocido. La
respuesta de los materiales TLD es afectada por su historia previa en campos de radiacion y
térmicos. Para remover estos efectos, se realizan dos tratamientos térmicos. El primero
consiste en hornear el dosimetro a 400 ° C durante una hora, dejar enfriar a temperatura
ambiente y re-horneario a 100 ° C por dos horas.

1.6.1 Fisica del proceso termoluminiscente

Cuando la radiacion ionizante incide en el material produce ijonizaciones que llevan a los
electrones a la banda de conduccién dejando un hueco en la banda de valencia. Ambos
portadores de carga pueden emigrar a través del cristal y caer en las “rampas” respectivas
aportadas por el activador y que estan ubicadas en la llamada regién prohibida, pudiendo
permanecer en ellas por un tiempo. El proceso termoluminiscente es un proceso estocéstico
(no determinista) en donde los portadores de carga tienen una probabilidad de escape y otra
de recombinacién.

Una vez que el cristal se calienta, el electrén adquiere suficiente energia para salir de la
trampa, consiguiendo moverse y recombinarse con un hueco, en consecuencia se emite un
fotén luminoso. A medida que la temperatura aumenta, los electrones adquieren la energfa
correspondiente a la profundidad de la trampa y son liberados, por lo que se empieza a emitir
una cantidad de fuz que va aumentando hasta un valor maximo y después disminuye, debido
al agotamiento de los electrones que ocupaban las trampas con esa profundidad [Attix, 1986].
La figura 1.5 muestra el proceso de emisién termoluminiscente.

Migracién de los agujeros

11(__) banda de conduccién < ;
A
l I profundidad de la ®
L J trampa para & recombinacién
ionizacién M hv 10 eV
o trampa para hueco centro
— termoluminiscente
profundidad de la
trampa para huecos
¥
e

Figura 1.5. Diagrama de energla del proceso termoluminiscente [Attix, 1986].
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Si se traza una curva de la cantidad de luz emitida (brillo) como funcién de la temperatura se
tendran uno 0 mas picos, segun el nimero de trampas de diferente profundidad que existan en
el cristal. La cantidad de luz emitida (el 4rea bajo la curva) sera proporcional a la radiacion
recibida (dosis) por el cristal. La respuesta TL del dosimetro esta definida como la sefal TL por
unidad de dosis absorbida en el fosforo.

1.6.2 Caracteristicas de los dosimetros termoluminiscentes LiF: Mg, Ti
(TLD-100)
Los dosimetros termoluminiscentes (DTL) de LiF con imperfecciones de Mg o Ti son

ampliamente utilizados en aplicaciones médicas ya que en una buena aproximacién son
equivalentes a tejido, debido a que tienen un nimero atémico muy similar (8.2 para el fluoruro
de litio y 7.4 para el tejido suave). Ofrecen buena precision y exactitud, alta sensibilidad,
ademas de que pueden ser reutilizados.

Bajo EPC, el cociente de la dosis absorbida en los dos medios (tejido y LiF) es Igual al
cociente de sus coeficientes de absorcién de energla. Ademas de EPC, se requiere que el
numero atémico de los dos medios (composicién de pared y dosimetro) sean muy similares.
Asl mismo, las dimensiones del dosimetro deben ser mas pequefias que el alcance de los
electrones que lo atraviesan, y el espesor de |la pared debe ser lo suficientemente delgada
para considerar que el dosimetro no perturba al campo de radiacién. Tipicamente se considera
que tanto la pared del dosfmetro como el volumen sensible no deben exceder el 1% del
alcance de las particulas cargadas incidentes. Las caracteristicas mas importantes de los
dosimetros TLD-100 se mencionan en la tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Caracteristicas de los TLD-100 de acuerdo con el fabricante.

Densidad (g/cm®) 2.64

Nuamero atémico efectivo 8.2

Espectro de emisién TL (nm) intervaio: 350-600, Maximo: 400
Temperatura del pico principal a 215

10°C/s

Intervalo Lineal de Dosis: 10°~ 5 Gy
Sensibilidad relativa: 1

Valor limite detectable 1.4x10° Gy
Dependencia con la energla < 40%

Estabilidad en la informacién
almacenada:

20 ° C: no hay un desvanecimiento detectable en un mes

50 ° C: 3% desvanecimiento en un mes

Efecto de la luz

Insensible a la luz del sol, a ldAmparas y luz incandescentes

Condiciones de lectura:

T<50°C HR<S0%

Homogeneidad (1 SD):

~5%

Condiclones recomendadas de operacion del equipo lector:

Tasa de calentamiento 6 ~ 20 ° C/s

Tasa de precalentado: 135° C por5~ 10 s;

Debido a que los dosimetros TLD no son homogéneos, siempre que se haga un estudio se

debe seleccionar de un conjunto a aguellos que tengan una respuesta similar ante una dosis

determinada. Esto permitira eliminar del conjunto a aquellos cuya respuesta difiera en mas del

valor de la desviacién estAndar preestablecida. La figura 1.6 muestra e! diagrama esquematico

de un lector TL tipico.
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Figura 1.6 Diagrama esquematico de un lector TL tipico [Attix, 1986].

La biologfa tuvo un gran auge en el siglo XX gracias a las técnicas y equipos utilizados en los
experimentos de laboratorio, lo que permitié el surgimiento de la biologia molecular, entre otras
ramas. Una de las técnicas que ha sido ampliamente utilizada en los laboratorios donde se
desea determinar la cantidad de moléculas contenidas en una muestra es a través de técnicas
de fluorescencia, la cual involucra principios basicos de absorciéon y emisién de luz, asi como

de la capacidad de adherencia de ciertas sustancias fluorescentes a la molécula que se desea
determinar en particular.

En la seccién 1.7, se describe el mecanismo de funcionamiento de un fluorémetro, ya que
constituye uno de los equipos utilizados en este trabajo.

1.7 Cuantificacién de las moléculas contenidas en una muestra a través de su
fluorescencia emitida: Uso del fluorémetro

El fluorémetro es un equipo que hace uso del fenémeno de fluorescencia para identificar y
cuantificar moléculas a las que les han sido incorporadas ciertas sustancias fluorescentes.
Cuando la luz incide en la molécula, y ésta absorbe energla, los electrones de la molecula se
excitan y pasan de un estado de menor a uno de mayor energfa. Debido a que todos los
estados excitados son inestables, en algiin momento ocurre la liberacion de ese exceso de
energia ya sea por el incremento de las vibraciones atémicas dentro de la molécula, o bien

porque la molécula emita luz. A la emisién de luz de las moléculas que han sido estimuladas a
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la longitud de onda donde ocurre la maxima absorcién se le llama fluorescencia. La
fluorescencia de una molécula ocurre con la absorcién de luz a una longitud de onda
especifica para cada molécula y la emisién de luz con una longitud de onda menor. La
diferencia entre la longitud de onda absorbida y la emitida, AA, depende de la cantidad de

energla perdida en el proceso fluorescente,

El mecanismo de funcionamiento de! fluordmetro es el siguiente: Una fuente de luz que tiene
una emisioén en un intervalo especifico de longitud de onda (tal como una ldmpara de xendén)
tiene un colimador para formar un haz estrecho el cual es enviado a un filtro para remover la

mayor parte de la luz que se encuentre fuera del intervalo de longitud de onda para una
molécula fluorescente en particular.

El haz de luz filtrado pasa a través de la muestra liquida a determinar incidiendo en las
moléculas fluorescentes de la muestra. La luz emitida por estas moléculas es desviada 902,
con respecto al haz de original, e incide en un fotodetector el cual genera una corriente que
pasa por un amplificador y permite dar una medida relativa a la intensidad de la luz emitida.

Este instrumento fue un enorme descubrimiento en el analisis por fluorescencia, ya que
permitié detectar moléculas fluorescentes a concentraciones por debajo del nivel visible por el
ojo humano. Permite determinar la concentracion de las moléculas fluorescentes en una
solucién. La curva de intensidad de fluorescencia como funcién de ia concentracion es lineal
excepto a concentraciones altas ya que la luz de la ldmpara resulta insuficiente para estimular
a toda la muestra. La determinacion de la curva de calibracion para las moléculas especificas
a determinar proporciona una alta precision para el equipo, permitiendo una cuantificaciéon de
una parte en un billén.

1.8 Aplicacién de las radiaciones ionizantes en seres vivos: Surgimiento de la
Radiobiologia

La radiobiologia es el estudio de la accién de las radiaciones ionizantes en los seres vivos, y
surge como una consecuencia de las aplicaciones de la fisica de radiaciones en medicina. A
grandes rasgos, podemos decir que los albores del siglo XX fueron el parte aguas en la

historia del ser humano en la utilizacion de la radiacién con aplicaciones médicas.
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Por un lado, William Roentgen descubre los rayos X en 1895, y sélo dos meses después,
Henri Becquerel anuncia que habia encontrado unos rayos semejantes que provenian de sales
de uranlo, descubriendo asi la radiactividad.

Por su naturaleza, los rayos X fueron la radiacién ionizante a la que se le dié la mas pronta
aplicaclén sin un estudio previo de su toxicidad. L.a observacién de los efectos biolégicos de la
exposicion a altas dosis de rayos X fue practicamente inmediata. Se reportaron irritacion en
los ojos, caida del cabello, eritemas y en los casos con sobre exposicién, se tuvieron
amputaciones, y muertes.

A pesar de la cantidad de incidentes, |la opinién que prevalecia entre los cientfficos era que Ias
lesiones de la piel no estaban causadas por los rayos X, sino mas bien por otros factores
relacionados, como la luz ultravioleta, los rayos catédicos, la induccién eléctrica, la oxidacién
por ozono, o por fallas técnicas. Pero los reportes eran tan persistentes y tan numerosos que
un fisico estadounidense, Elihu Thomson, decidi6 verificar sobre si mismo la accién de los
rayos en los tejidos vivos. La conclusién de su estudio fue que cuando se irradiaba a la piel,

esta mostraba enrojecimiento y sensacién de dolor, pero después de dos semanas ocurria una
regeneracién del tejido.

Los rayos X sélo evidenciaban efectos benéficos para el diagndstico y tratamiento, por lo que
nadie podia imaglnar en ese momento que pudieran ser peligrosos o perjudiciales de alguna
forma. Los efectos irreversibles y acumulativos de la radiacién se descubrieron

paulatinamente, y el precio de ese conocimiento fue el sufrimiento y la muerte de muchas
personas.

Los efectos biolégicos para una misma dosis depositada por el mismo tipo de radiacién varian
de forma considerable segun el tipo de exposiciéon y se deben a la muerte celular. Estos
pueden hacerse visibles a las pocas horas, dias 0 semanas de la exposicion. Una exposicion
prolongada se tolera mejor y es mas facil de reparar, aunque la dosis de radiacion sea
elevada. No obstante, si la dosis es suficiente para causar trastornos graves, la recuperacion
sera lenta, e incluso imposible. Una irradiacidn, aunque no mate a las células, puede producir
alteraciones a largo pfazo {[Kathemn and Ziemer, 2002}.

La irradiacién de zonas concretas del! cuerpo produce dafos locales en los tejidos que
dependerdn del 6rgano en cuestién, de las caracteristicas de la radiacion y del
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comportamiento bioguimico del material radiactivo. El tejido irradiado puede degenerar o
destruirse, el efecto retardado méas importante es el aumento estadistico de céncer. En
animales de experimentacion se ha observado una reduccion del tiempo de vida que aun no
se ha demostrado en seres humanos.

El conocimiento de los efectos bioldgicos de las radiaciones produjo una revolucion en la
comunidad cientffica similar 2 la producida por el descubrimiento de los rayos X, se
reglamentaron las dosis, las normas de higiene y seguridad de (as instalaciones, |os horarios
de trabajo, etc.

Durante los afos 50 se produjo un profundo cambio en las ideas en las que estaba basada la
radioproteccion médica, con la apreciacién de la posibilidad de que pequedas dosis podian
producir efectos biolégicos a largo plazo. El impulso primario de esta apreciacién fue el temor
por las consecuencias producidas por las pruebas de armas nucleares en Estados Unidos y la
Unién Soviética [Kathern and Ziemer, 2002]. Por primera vez en la historia una gran proporcion
de la poblacién mundial habla sido expuesta repetidamente a bajas dosis de una radiacion
controlada por el hombre, y la posibilidad de que esta radiacién pudiera producir un dafo
biolégico diseminado emerglé como preocupacién principal por la salud publica. Varias
fundaciones se dedicaron rapidamente a la investigacion de los efectos bioldgicos producidos
por las radiaciones ionizantes. Los experimentos "Megamouse” sobre material genético en los
Laboratorios Nacionales de Oak Ridge, en los Estados Unidos, aportaron fuertes evidencias
de que al menos algunos efectos de la radiaciéon no necesitaban "umbral®, es decir, que no
habfa una dosis segura. Para la misma época, los primeros estudios en los sobrevivientes de
las bombas atdmicas de Hiroshima y Nagasaki proveyeron nueva evidencla cuantitativa
acerca de los efectos carcinogenéticos de las radiaciones [Galvez, 1995). La nocion de los
graves efectos biolégicos de los rayos X aparecié paulatinamente y |os que aprendieron a
protegerse lo hicieron a costa de otros, cuya tragica ignorancia los llevé muchas veces a
graves lesiones o a la muerte.
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QL GNE D9 Capitulo II Q_oAGNKA <9

Ciclo celular, ADN y el dafio producido por radiacion

En este capitulo se describen brevemente el ciclo celular y la estructura del ADN, asi como los
entornos fisico y quimico que influyen en su dafio por radiacion.

2.1 Ciclo celular
El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que culmina con el crecimiento de la célula

y la divisién en dos células hijas. El ciclo de una célula es anélogo al de un ser vivo, "nace”
mediante la divisién de una célula progenitora, crece, y se reproduce. Todo este proceso es lo
que constituye un ciclo celular completo {Alberts et al. 1994].

El ciclo celular comprende cuatro periodos denominados G1, S, G2 y Mitosis, los cuales se
muestran en la figura 2.1.

G2 _ {riosis) Gl

Células
Fase S que cesan

Figura 2.1. Diagrama de las fases del ciclo celular [Hall, 1994].

El perfodo G1, llamado primera fase de crecimiento quiere decir "GAP 1" (Intervalo 1), se inicia
con una célula hija que proviene de la divisién de la célula madre. En esta etapa, la célula
aumenta de tamario, se sintetiza nuevo material citopldsmico, sobre todo proteinas y acido
ribonucleico (ARN).

En el periodo S o de sintesis, tiene lugar la duplicacién de! acido desoxirribonucleico (ADN).

Cuando acaba este periodo, el nicleo contiene el doble de proteinas nucleares y de ADN que
al principio.
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El perlodo G2, significa "GAP 2" (Intervalo 2) o segunda fase de crecimiento, en el cual se
siguen sintetizando ARN y protefnas; el final de este periodo queda marcado por la aparicién
de cambios en la estructura celular, mismos que se hacen visibies con el microscopio y que
nos indican el principio de fa mitosis o divisién celular.

El estado M representa "mitosis", y es cuando ocurre a division nuclear més citocinesis, y
produce dos células hijas idénticas durante la profase, prometafase, metafase, anafase y
telofase. El periodo de tiempo que transcurre entre dos mitosis, y que comprende los periodos
G1, S,y G2, se denomina Interfase. La interfase frecuentemente se incluye en discusiones
sobre mitosis, pero la interfase técnicamente no es parte de la mitosis, mas bien incluye las
etapas G1, S y G2 del ciclo celular.

i) Interfase y mitosis. La célula esta ocupada en la actividad metabdlica preparandose para

la mitosis (las proximas cuatro fases que conducen e incluyen la division nuclear). Los
cromosomas no se disciernen claramente en el nicleo, aunque pueda ser visible una mancha
oscura llamada nucleolo. La célula puede contener un par de centriolos (0 centros de
organizacién de microtibulos en los vegetales) los cuales son sitios de organizacién para los
microtubulos.

1i) Profase. La cromatina en el nlcleo comienza a condensarse y se vuelve visible en el

microscopio éptico, como cromosomas. E! nucleolo desaparece. Los centriolos comienzan a
moverse a polos opuestos de la célula y se extienden fibras desde los centrémeros. Algunas
fibras cruzan la célula para formar el huso mitético.

iii) Prometafase. La membrana nuclear se disuelve, marcando el comienzo de la

prometafase. Las proteinas se adhieren a los centrdmeros creando los cinetécoros. Los
microtibulos se adhieren a los cinetécoros y los cromosomas comienzan a moverse.

iv) Metafase. Fibras del huso alinean los cromosomas a lo largo del medio del nucleo

celular. Esta linea es referida como ¢l plano ecuatorial de la metafase. Esta organizacion
ayuda a asegurar que en la préxima fase, cuando los cromosomas se separan, cada nuevo
nucleo recibird una copia de cada cromosoma.
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v) Anafase. Los pares de cromosomas se separan en los cinetécoros y son empujados por

las fibras que estan unidas a los centromeros hacla los polos la célula, a lo largo del huso
mitético.

vi) Telofase. Las cromatidas llegan a los polos opuestos de la célula, y nuevas membranas

se forman de los nucleos hijos. Los cromosomas se dispersan y ya no son visibles bajo el
microscopio éptico. Las fibras del huso se dispersan, y la citocinesis o la particién de la célula
pueden comenzar también durante esta etapa.

vii) Citocinesis. En células animales, la citocinesis ocurre cuando un anillo fibroso

compuesto de una protelna llamada actina, alrededor del centro de la célula se contrae
pellizcando ta célula en dos células hijas, cada una con su nucleo. En células vegetales, Ia

pared rigida requiere que una placa celular sea sintetizada entre las dos céluias hijas.

El cancer es una enfermedad en la que se altera la fina regulacién del ciclo celular, y el
crecimiento normal y comportamiento de la célula se pierden. pS3 es una protelna que
funciona blogueando el ciclo celular si el ADN esta dafiado. Si el dafio es severo esta protelna
puede causar apoptosis (muerte celular). Los niveles de p53 estédn incrementados en células
danadas. Esto otorga tiempo para reparar el ADN por blogueo del ciclo celular [Kastan, 1997].
La mutacion més frecuente asociada al desarrollo de céncer, ocurre por la mutacion de p53.
Un caso extremo de esto es el sindrome de Li Fraumeni en que un defecto genético en p53
conduce a una alta frecuencia de cancer en los individuos afectados.

El efecto letal de la radiacién se produce al nivel del material genético, por lo que aquellas
células cuyo ciclo celular es més corto y /o entran mas frecuentemente en mitosis, tienen
mayores posibilidades de sufrir alteraciones en el ADN, lo que facilita que sean destruidas por
la radiacion y, por lo tanto, son mas radiosensibles [Hall, 1994).

2.2 Estructura del Acido Desoxirribonucleico (ADN)

El ADN es una macromolécula que se encuentra en los cromosomas de las células. Los
cromosomas se encuentran en el nucleo de las células y representan la mas larga estructura
visible involucrada en la transferencia de la informacién genética. Estan compuestos por
pequefias unidades estructurales de 10 nm de didmetro llamadas nucleosomas, las cuales
contienen al ADN y a las histonas. La cromatina esta organizada en cientos o miles de
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unidades de kilobases formando una longitud llamada cromosoma. La figura 2.2 muestra
graficamente los elementos descritos.

La molécula de ADN es una doble hélice con dos cadenas antiparalelas de azucares (anillo de
furanosa (2-deoxirribosa)) y fosfatos, unidas por bases nitrogenadas, timina(T)- citosina(C)
(bases pirimidicas) guanina(G) -adenina(A) (bases puricas), cuya secuencia especifica
determina las funciones de cada célula.

La posicién 5’ de uno de los anillos de furanosa esté conectada a la posicion de la siguiente a
través de un fosfato (unién & 3') creando asi una cadena de polinucledtidos. Los dos
polinucledtidos antiparalelos se encuentran unidos a través de puentes de hidrégeno entre las
bases. G se encuentra siempre apareadocon CyAconT.

Estudios de difraccién de rayos X indican que, bajo ciertas condiciones de fuerza iénica, el
ADN se encuentra formando una hélice regular que completa una vuelta cada 3.4 nm con un
diametro de 2 nm. Este arreglo posee 10.5 pares de bases por vuelta.

El ADN y las histonas forman a los cromosomas en arreglos altamente compactos que se
encuentran enrollados en las fibras de |a cromatina. Este enrollamiento, permite incorporar 3
x10° pares de bases (A T C G) que de manera lineal medirian un metro, en un nucleo celular
de 10° m de diametro.

El ADN se encuentra en el nicleo de la célula rodeado por proteinas. Las histonas son las
proteinas mas abundantes asociadas al ADN. Los 5 mayores tipos de histonas son H1, H2A,
H2B, H3 y H4, las cuales tienen una carga positiva y grupos fosfato en el ADN.

Los cromosomas de eucariontes pueden visualizarse cuando se condensan durante la mitosis.
Se piensa que cada uno de los cromosomas en las células eucarlontes contiene una molécula
larga de ADN. Debido a que en los cromosomas humanos, las moléculas de ADN tienen al
menos 10 cm de longitud (2-3 x10® pares de bases), resulta dificil manejarlo
experimentalmente sin romperlo. Sin embargo, en sucariontes menores, cada cromosoma
contiene una unica molécula de ADN, lo que permite extraer al ADN [Wolffe, 1998]. La
correspondencia entre el numero de moléculas de ADN por célula y el nimero de cromosomas
ha sido demostrada en las células de hongos.
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Figura 2.2. Conformaci6n del ADN a) ADN formando cuentas de rosario con las histonas b)
Estructura de los nucleosomas. ¢) Formacion de los cromosomas a pactir de los nucleosomas.

Los cromosomas no son visibles en células que no se dividen, ain con la ayuda de colorantes
histologicos para el ADN. Sin embargo, los cromosomas se condensan durante la mitosis y
meiosis 1o que los hace visibles en el microscopio. Por lo anterior, la mayorfa de los trabajos
citogenéticos (i.e, estudios de la morfologia de los cromosomas) han sido hechos con
cromosomas condensados en metafase, los cuales son obtenidos de la divisién celular, ya
sea en las células somaticas en mitosis o en los gametos divididos durante la meiosis.

En el momento en que ocurre la mitosis, las células ya han avanzado de la fase S del ciclo
celular y han replicado su ADN, por lo que los cromosomas se hacen visibles durante la
metafase. Cada cromosoma en metafase consiste de dos crométidas hermanas, las cuales
estdn unidas al centrémero. El nimero, tamafio y forma de los cromosomas en metafase

constituyen el cariotipo, distintivo de cada especie.

2.3 Daifio fisico inicial producido por radiacién ionizante

Desde el punto de vista fisico, el dafio bioldgico producido por radiacién ionizante puede
explicarse a través de la LET. La LET ofrece informacién sobre el depédsito de energia de la
particula cargada secundaria (PC) generada por Ia interaccién de los fotones con el medio, por
unidad de longitud de trayectoria.

El conocimiento que tenemos sobre los mecanismos del dafio blolégico desencadenados por
la interaccion de la radiacion con un medio celular se ha ido modificando en la medida que han
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avanzado las simulaciones numéricas. En 1958, Flanders, afirmaba que los cimulos de
ionizacion se extendian sélo unos nm. De 1964 a 1980 Barendsen y Goodhead [Goodhead,
1989] hallaron que el dano critico se debfa a nubes ionizantes de 2-10 nm. En 1986 Goodhead
y Thacker [Goodhead, 1989] encontraron que la radiacién induce mutaciones y doble

rompimiento de cadena (DSB), y que en general, el dafio local ocurre de manera compleja en

la naturaleza. Actualmente, las simulaciones Monte Carlo refuerzan la aparente importancia de

que el dano molecular se debe a interacciones atémicas localizadas, y a que:

o
o

El depdsito de energla de la PC en el medio ocurre en trayectorias estructuradas.

La mayor parte del ADN no recibe accion directa. Si recibe dafio, la energia depositada
puede ser pequefia o muy grande.

En blancos pequefios, el depdsito se debe principalmente a trayectorias individuales
de la radiacion.

Radiaciones de alta y baja LET producen espectros diferentes del depdsito local de la
energia en el ADN y moléculas asociadas.

La energla se deposita a través de ionizaciones aisladas por excitacion del medio,
principalmente al final de la trayectoria de los e”secundarios.

~30-50% del depdsito de energla se debe a e” con una energia < 5 keV.

La produccién de radicales OH® resulta improbable a distancias grandes (~ nm) en
células de mamfferos.

La formacion de SSB, DSB o entrecruzamientos entre moléculas son dafos bioguimicos al

ADN consecuencia del dafo fisico producido por la radiacién. Uno de los mayores retos al

cuantificar y comparar estos efectos es que no estén enmascarados por el método

utilizado en su medicién. Independientemente del método, existen coincidencias en los

resultados obtenidos experimentaimente tales como las diferencias significativas entre alta

y baja LET, si la dosis es fraccionada o no, la tasa de dosis, grado de oxigenacion,
presencia de sensibllizadores y protectores de radiacién, etc. Se ha observado que cuando

la LET es muy alta, independientemente de otros factores mencionados, existe una mayor

densidad de trayectorias, lo que ocasiona un dafo celular mas eficiente por lo gue no hay
influencia significativa de estos factores.

Una cuantificacion aproximada del dafio celular por cada Gy suministrado [Goodhead,
1989] es la siguiente:
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Dafio a 10° células por ionizacién Inicial directa

Produccién de 10° SSB

Produccion de 102DSB

Muerte de ~ 10 células después de que ocurre una reparacion
0.2 -1 eventos letales por célula

En el ser humano, 1 Gy es una dosis alta (con las consecuencias biolégicas implicadas) y

aunque Ia produccién de SSB y DSB es grande, existe evidencia de que la completa

integridad de sélo un pequefio porcentaje de ADN de la célula es puede garantizar la

supervivencia de ésta.

Actualmente, existe cierta controversia en la teoria de las ionizaciones localizadas con
respecto a estudios radio-quimicos (Rq) [Goodhead, 1988, ya que:

En Rq, se enfatiza el dafto debido a los productos de la radidlisis.

Algunos grupos de Rq afirman que la difusion de estos radicales es pequefia en el
ambiente celular. Las células son muy eficientes en su reparacion, pero no si hay dano
més complejo que la formacién de DSB y SSB.

Menos del 2% de DSB son producto de 2 radicales OH®. Sin embargo, 50% de DSB se
deben a OH® Gnicos [Ito, 1987).

En las ionizaciones localizadas, se le da importancia a la formacion de cumulos de PC
muy localizados, en distancias del orden de nm.

Postula que existe un amplio espectro del dafo fisico que puede involucrar
macromoléculas (ADN). Este espectro da la diferencia en las consecuencias quimicas,
bioquimicas y de reparacion celular.

Propone la clasificacién del espectro de particulas secundarias en 4 tipos:

Sparse.~ (Depésitos pequefios de energla por ionizacién y excitacion).- Importante

desde el punto de vista radio-guimico. Pequena relevancia biolégica. Relacionado con
SSB.

Camulos moderados.- Importante en baja LET. Asociado con DSB.

Camulos grandes.- Para radiacion de alta LET. Asociado al dafio con moléculas y
estructuras adyacentes al ADN.

Camulos enormes.- Asociado a altas LET. Asociado al cambio de cromatidas, sin

embargo, aun se desconoce mucho del daho.

-27-




2.4 Dano celular por radiacién ionizante

El buen funcionamiento de todas las células que componen al individuo depende de la
conformacion correcta del ADN ya que éste contiene toda la informacién genética de la célula.
En caso de sufrir alguna alteracion en sus bases, la informacion celular se modifica y ocurren
mutaciones que pueden ser letales.

La radiacion ionizante, ioniza (directa o indirectamente) y excita los 4tomos de!l medio cuando
interacciona con éste. Debido a que posee la suficiente energla para desplazar a los
electrones atodmicos puede romper las ligaduras que mantienen a las moléculas unidas,
produciendo numerosos cambios quimicos que, en el caso de las células, pueden ocasionar
su muerte u otros efectos dafinos.

Cuando la radiacién es absorbida por el material bioldgico, los dtomos o moléculas en la célula
(particularmente agua) pueden ser ionizados o excitados, iniciando asl la cadena de eventos
que producen cambios biolégicos. Como resultado, 1a radiacién provoca un dafio molecular,
que se traduce en dafio bioquimico, formando radicales libres y agua ionizada (H,O"), los
cuales son capaces de difundirse lo suficiente para alcanzar y dafiar el ADN. Este tipo de dano
es sefalado como de accién indirecta y puede ser modificado por la presencia de protectores
o sensibilizadores en el medio, tales como el grado de compactacién de la cromatina (Mee and
Adelstein, 1981], [Chiu et al. 1992], [Okayasu and lliakis, 1992], la temperatura [ Al-Nabusi
and Wheeler, 1997], el ciclo celular [Hortwell and Kastan, 1994], entre otros.

El ADN es el principal blanco de la radiacién, y el dafio que ésta le provoca se debe a las
particulas cargadas que resultan de la interaccién de la radiacion con la materia as{ como por
las especies quimicas producidas [Hall, 1994]. La cadena de ADN es capaz de autorrepararse
utiizando de manera temporal a una cadena complementaria. Sin embargo, el éxito de la
reparacion dependerd de que el nimero de rompimientos producidos no provogque muerte
celular y de que no ocurra un error en la secuenciacion que pueda ocasionar mutaciones y
cancer. Si ambas cadenas de ADN se rompen y los rompimientos estan separados, ocurre la
reparacion, y decimos que el rompimiento fue rompimiento tnico de cadena. En contraste, si
los rompimientos ocurren uno opuesto al otro o estan separados por algunos pares de bases,

decimos que el rompimiento fue DSB, lo que se traduce en aberraciones cromosémicas.

De acuerdo con la fiteratura [Hall, 1994], [Wolffe, 1998}, los principales efectos biologicos de la
radiacion ionizante se deben a:
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% Daho a las bases puricas y pirimidicas (generacion de radicales libres)

<« Dafnfo a los aziicares

% Rompimientos Unicos de cadena (SSD)

< Rompimientos dobles de cadena (DSB) formando aberraciones cromosémicas
+ Formacién de entrecruzamientos ADN- proteina (DPC)

La figura 2.3 muestra los principales danos al ADN gue son producidos por agentes fisicos o

guimicos.
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Figura 2.3. Principales danos producidos al ADN a) Por agentes quimicos y fisicos

b) Por radiacién ionizante [Wolffe, 1998].

2.5 Rompimiento tnico de cadena (SSB)

Es una de las lesiones mas frecuentes producto de las radiaciones ionizantes. Ocurre por el

rompimiento de la cadena de azlcares y fosfatos del ADN. Las consecuencias biolégicas por

SSB son pequerfias (siempre que no haya ocurrido muerte celular) debido a que la reparacion

celular ocurre en muy corto tiempo, ya que las bases utilizan temporalmente a la cadena

opuesta [Hall, 1994].

La reparacién celular del SSB depende de la naturaleza quimica de las lesiones y consiste en

tres etapas principales. La primera, es basicamente una reaccién enzimatica que dura del

orden de ms. La segunda tiene mayor duracion y depende de la accién del ADN polimerasa
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(es decir, de la enzima que cataliza |a adicién de las bases al ADN). En |a tercera, cobran una
gran importancia los nutrientes del medio celular, asl como también la recombinacion de las

bases que pueda ocurrir.

Para determinar experimentalmente la cantidad de SSB se desnaturaliza y sedimenta el ADN
en un medio alcalino, sin embargo esto también podria ocasionar rompimientos adicionales
que no son detectados si la muestra fuese desnaturalizada a traves de calor. A estos
rompimientos latentes de los SSB se les llama sitlos alcali-labiles, los cuales producen dafio a
las bases del ADN, y corresponden aproximadamente al 30% de los SSB producidos [Kiefer,
1990].

2.6 Rompimiento doble de cadena (DSB)

Puede ser ocasionado por un unico evento en el que se deposita toda la energia en la cadena
de ADN o por la interaccion entre dos SSB muy cercanos entre si. Lo anterior puede
observarse a partir de la ecuacién lineal cuadratica, donde la parte lineal se debe al primer

caso Yy la cuadréatica al segundo.

La figura 2.4 muestra un diagrama esquematico del dafio y reparacién de los DSBy SSB,
desde el punto de vista del efecto en Ias bases del ADN.
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Figura 2.4. Diagrama bidimensional del rompimiento tnico y doble de cadena producido por radiacién. A) ADN
normal. B) Rompimiento reparado a través del uso temporal de la otra cadena. C) Rompimiento en ambas
cadenas. La reparacién ser exltosa en fa medida que los rompimientos no sean muy cercanos entre si. D)
DSB producido por dos rompimientos muy cercanos entre sf. [Hall, 1994].
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2.7 Entrecruzamientos ADN-proteinas (DPC)

Los entrecruzamientos son un tipo de lesiones que no han sido investigados tan extensamente
como los SSB o DSB. Pueden ocurrir entre el ADN-ADN, o el ADN con otros compuestos,
siendo las proteinas los mas importantes. La molécula de ADN interacciona normalmente con
una gran cantidad de protelnas, tales como: Histonas, ADN polimerasas, factores de
trascripcién, enzimas de reparacién, topoisomerasas, etc. El ADN puede formar
entrecruzamientos de tipo ADN-ADN y ADN-proteina [Xue et al. 1994]. Los entrecruzamientos
ADN-proteina (DPC) son uniones de tipo covalente o idnica entre ADN y proteinas que se
observan como consecuencia de la generacion de especies reactivas o radicales libres.
Ocurren por la exposicién de proteinas que han sido peroxidizadas por radiacion, generando

radicales libres los cuales forman entrecruzamientos entre las macromoléculas.

En general, se ha observado que las uniones que tienen un origen electrostatico se rompen
en soluciones con alta fuerza iénica, mientras que las interacciones débiles son susceptibles a
los detergentes y fuerzas mecanicas. Para dilucidar el mecanismo de formacién de DPC, se
han realizado diversos experimentos. Para determinar el efecto de la fuerza iénica, se incubd
BSA-OOH con pBR322 ADN en una soluclén salina de NaCl concentrada al 0.15 M. Los
resultados mostraron que la sal previene el entrecruzamiento durante la incubacion del ADN
con una proteina peroxidizada, pero que era imposible disociar a las macromoléculas una vez
que se habfa producido el entrecruzamiento {Gebicki and Gebicki, 1999].

Existe evidencia de que el nivel basal de DPC es inducido por factores ambientales y por €l
metabolismo de sus productos. Se ha observado que la acumulacién de lesiones celulares en
el céancer de mama, en personas con este padecimiento, los niveles de DPC son
significativamente elevados en comparacién con personas sanas [Wu, 2002]. En otros
modelos como el ratén también se observé que la cinética de formacién de DPC era similar a
la formacién de tumores [Recio, 1992} Lo anterior hace pensar que estos DPC son
consecuencia de los cambios secundarios que acompafian el desarrolio de cancer o su
tratamiento, si estos DPC fueran causa de la carcinogénesis en mama. La figura 2.5 muestra
este tipo de entrecruzamientos en una imagen tridimensional.
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Figura 2.5. Imagen tomada con microscopio electrénico del
ADN entrecruzado con proteinas (DPC) [Wolffe, 1988].

2.7.1 Efecto de la cromatina

El papel de las protelnas en la formacion de DPC es un tema relativamente reciente y aun
existe controversia con respecto a los resultados que se han obtenido en diferentes
laboratorios. Algunos autores sefialan que las protelnas de la cromatina pueden proteger ai
ADN de la radiacion y que su grado de compactacién es fundamental para producir menor o
mayor dafio por formacién de DPC [Mee and Adelstein, 1981]. Se cree que una menor
compactaciéon de la cromatina ocasiona mayor radiosensibilidad del ADN y que el dafo
inducido por radiacién es mayormente influenciado por la conformacién de ta cromatina, por lo
que una cromatina mas compacta es un pobre sustrato para la formacion de DPC en

comparacién a la irradiacién con una cromatina totalmente expandida. [Xue et al. 1994], [Chiu
et al. 1992).

La cromatina totalmente expandida es 5 a 10 veces mas susceptible a la induccién de DPC
por radiacién y que la cromatina en la interfase de las células vivas. Asi mismo, una expansion
del 60-70% de la cromatina induce la misma cantidad de DPC que el 20% de ADN celular. Se
ha observado que en cromatina expandida, el nivel méximo de DPC inducido es 2 a 3 veces
mayor de 1o que se esperaria si Unicamente fuera inducido ADN matricial para formar DPC, por

lo tanto e! ADN en las regiones distales de las vueltas de la cromatina debe formar DPC con
histonas u otras proteinas no histonas.
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La cromatina aislada es mas sensible a la radiacion y produce mayor cantidad de DPC. Se ha
observado que la expansion de la cromatina produce una mayor cantidad de DPC comparada

con la remocién de acarreadores de radicales intracelulares, por las siguientes razones:

b

< Existencia de una relacién inversa entre la concentracion de sustrato (buffer) en la
que se encuentra suspendida la cromatina y la formacion de DPC.

< Se ha observado que si se induce una cromatina mas compacta ~ 10 nm (de 30 nm
de la expandida), en la presencia de una baja concentracion de MgCly, se reduce la
formacion de DPC {Mee and Adelstein, 1981]. La formacién de DPC inducidos por
radiacién parece tener una eficiencia maxima en la cromatina totalmente expandida,
dado que la formacién de DPC no puede ser estimulada por la adicién de Cu®, el
cual puede catalizar la produccion de OH®,

2.7.2 Efecto de la temperatura

Se ha visto que la temperatura no juega un papel importante en la formacién de DPC ni
durante ni después de la irradiacion. Estudios en este sentido han indicado que por lo tanto, el
principal evento en la produccién de entrecruzamientos se debe a las reacciones de radicales
libres [Al-Nabusi and Wheeler, 1997], y no asi por el estrés oxidativo que produce la radiacion,
el cual puede transportar proteinas, produciendo dafio, pues la mayor parte de éstas estan
involucradas en la reparacién o estabilizacién de sitos especificos del ADN. Al ser

transportadas estas protelnas, requieren unirse a la matriz nuclear {Al-Nabulsi, and Wheeler,
1997].

2.7.3 Efecto de la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Los organismos aerébicos, - como los mamiferos - forman especies reactivas del oxigeno,
llamadas ROS. Los radicales libres y otras especies reactivas derivadas del oxigeno son
productos que causan reacciones de reduccién y oxidacién (redox) con la potencialidad de
generar dafo biolégico. Muchas de estas reacciones se originan por la exposicion a agentes
exdgenos tales como drogas, toxinas, contaminantes, radiacion, y de factores como nutricion y
la edad, los cuales causan estrés oxidativo en los organismos.
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Las rutas bioquimicas relacionadas con la formacion de ROS y los efectos observables en
células y tejidos no son claras. Se cree que el primer evento corresponde a la reaccion de [os
derivados de los ROS de vida corta con biomoléculas, produciendo la oxidacidon de éstas. El
producto puede ser un nuevo radical libre o una molécula reactiva que puede oxidarse y alterar
a otras moléculas. E! dano producido es determinante en la supervivencia y reproduccion de

las células que se encargan de la actividad biolégica, apoptosis, transformacién o muerte
celular,

Hasta hace poco, se crela que las protefnas no eran blancos importantes para los ROS, por el
contrario se pensaba que su papel principal en los eventos biogufmicos iniciados era e} de
proteger a las moléculas actuando como acarreadores de radicales, antioxidantes y
atrapadores de metales. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que las proteinas
expuestas a ROS pueden adquirir hidroperdxidos y otros grupos reactivos [Halliwell, 1998],
[Gutteridge and Quintan, 1993]. Asimismo, se ha demostrado que muchas proteinas pueden
ser peroxidizadas por ROS fisiolégicas importantes y que las protelnas hidroperoxidas pueden
oxidar algunos antioxidantes biolégicos y que ellos pueden ser una fuente de radicales libres
secundarios [Gebicki and Gebicki, 1999]. Estos hallazgos sugieren que una proteina
hidroperoxidada puede formar uniones importantes en la cadena de dafo iniciado por ROS
bajo condiciones fisioldgicas.

En la actualidad, existe controversia entre los radioquimicos, ya que hay dos corrientes, una
que enfatiza el dafio debido a los productos de la radidlisis y otra corriente que afirma que los
productos peroxidantes, como los radicales OH®, no pueden viajar a grandes distancias, por lo
que su difusién es pequena en el ambiente celular, y no son los principales productores del
dano por radiacién [Mozumder, 1985].

De acuerdo con [lto, 1987], menos del 2% de DSB son producto de 2 radicales OH®, sin
embargo, 50% de los DSB se deben a OH* tnicos, por lo que son las particulas cargadas y
todos sus procesos en cascada, las que originan el principal dafno.
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2.8 Cuantificaci6én del dafio celular por radiacién: Curvas de Dosis-Respuesta

Una cuantificacién del dafio celular por cada Gy suministrado indica que alrededor de 10°
células sufren dafio por ionizacién inicial directa, y que se producen 10° SSBy 10 DSB, asi
como 0.2 -1 eventos letales por célula. Sin embargo, aunque estos danos pudieran parecer
inmensos, existe evidencia de que un pequefio porcentaje fntegro de ADN permite la
supervivencia de la célula.

Los efectos biologicos de la radiacion son descritos de manera cuantitativa en términos de la
incidencia o severidad de un efecto dado, expresado como funcion de la dosis [Hall, 1994].
Para radiaciones de baja LET, las curvas dosis-respuesta tienen un comportamiento lineal
para bajas dosis y un comportamiento lineal-cuadratico a medida que la dosis se incrementa.
El efecto de E, como funcién de la dosis, esta descrito por la ecuacién 2.1 [Kiefer, 1990].

E(D) = aD+pD? [2.1]

o Y B son constantes cuyos valores dependen del efecto bioldgico bajo estudio, el tipo de
radiacion, la tasa de dosis y otros factores. Esta forma matematica de la respuesta, es
comunmente referida como la relacion lineal-cuadratica. La componente lineal es una
consecuencia de dos rompimientos ocasionados por una particula cargada, mientras que la
componente cuadratica es el resultado de dos rompimientos ocasionados por diferentes
particulas cargadas. E! término cociente o/ corresponde a la probabilidad de que ocurra una

interaccién entre los rompimientos y es proporcional a la dosis que contribuyé a la muerte
celular.

Se cree que los efectos biolégicos principales (muerte celular y mutaciones) se deben a los
productos de los eventos de ionizaclén. La baja eficiencia dafiina de la mayoria de las
ionizaciones se debe a tres factores principales: procesos de atrapamiento de radicales libres,

pequerio ndmero de lonizaciones cercanas al ADN y procesos de reparacion celular [Lawrence
et al. 1980].

Se ha estimado que el dafio celutar producido por un Gray, en condiciones normales de
ox/geno, puede causar una lesién letal por célula, tal como SSB y DSB. Otro tipo de lesiones
que pueden producirse con energlas tan bajas como 10-20 eV, son las rupturas simples, las
cuales son causadas por intermediarios de radicales libres del agua y que modifican la unién
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base-desoxirmribosa. Las rupturas dobles son mas frecuentes, y se producen en diferentes
pares de bases. Una dosis de R-X de 1 a 1,5 Gy provoca alrededor de 1000 rupturas simples y
de 50 a 100 rupturas dobles [Kiefer, 1990]. Las bases pueden ser destruidas o modificadas
quimicamente, sobre todo sufren hidroxilaciones (hidroperoxidacion de la timina). Las bases
pirimidicas son mas sensibles que las puricas en el orden T > C >> A > G. Las alteraciones a

nivel de aztcares no son bien conocidas.

2.9 Reparacién de ]las lesiones en el ADN

La medicién de la reparacion se hace con curvas de supervivencia celular, sin embargo, éstas
no cuantifican un dano integral ya que pueden producirse mutaciones génicas o aberraciones
cromosdmicas que no son contempladas con tales curvas.

Existen mecanismos de reparacién que restauran al ADN fntegramente (escision-resintesis),
aunque tamblén se llevan a cabo reparaciones con faltas donde aumenta la frecuencia de
mutaciones, incrementandose conforme aumenta la dosis y la tasa de dosis [Kiefer, 1990].

Los genes goblernan la produccién de enzimas reparadoras y pueden ir de simples a
complejas, ejemplo de ello es la activaciéon de p53. Existen sistemas de reparacion
constitutivos, que normalmente se encuentran en la célula, o bien inductivos, que aparecen
cuando hay una lesién.

2.9.1 Reparacién durante la division celular

Cuando las células han sido irradiadas, se produce una disminucién de la proporcién de
células en mitosis (disminuye el Indice mitdtico).La fase del ciclo celular que sufre un mayor
retardo se observa en células irradiadas antes de la mitosis, en G2, y se debe al bloqueo de
las células en condiciones no satisfactorias para la division o bien a que la sintesis de
proteinas se hace més lenta.

La duracién de esos retardos depende evidentemente del poder de los mecanismos de
autorregulacion y varia de un tejido al otro. Se ha observado que las células en las que el
bloque pre-mitético ha sido mas largo tienen mayor probabilidad de morir, con respecto a
aquellas en las que el bloque pre-mitético es mas corto, y que las células no viables mueren

en la mitosis. Las células en vias de degeneraciéon pueden repararse dependiendo de la dosis
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recibida. La reparacién lenta ocurre con dosis bajas en tejidos de velocidad de proliferacién
lenta, y es probable que se reparen las lesiones [Yu, et al. 2000]. Sélo hay repoblacion celular
cuando las células nuevas toman el lugar de las células viejas que sufrieron muerte y fueron
mandadas a apoptosis. La renovacién celular es mas rapida si la duracién de la vida de las
células diferenciadas es mas corta. Asi mismo, existe regulacién de la proliferacién en un
tejido sano siempre que existe un equilibrio entre estimuladores e inhibidores.
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Metodologia y Técnicas Empleadas

En este capitulo se plantea el tema de investigacién y se describen los materiales y métodos
empleados para resolverlo.

3.1 Planteamiento del problema

El papel que juegan las proteinas contenidas en el nucieo de la célula, durante el proceso de
irradiacién, y el posterior dafio biolégico de la célula se han estudiado muy poco. Los
tratamientos contra el cancer utilizados en radioterapia, consisten primordialmente en el uso
de radiacién ionizante como rayos X o v, y estan basados en la respuesta biolégica de las
células por irradiar. Tal respuesta esta determinada a partir de las curvas de supervivencia
celular como funcién de la dosis suministrada.

Desde el punto de vista radiobiolégico, el mayor dafio al ADN debido a la radiacién se debe a
los dobles rompimientos de cadena que son consecuencia de la accion directa de la radiacion.
La dosis requerida para formar DSB es alta y tiene una muy baja probabilidad de ocurrencia
por dosis ambiental debida al fondo natural de radiacion.

El dafio genético por entrecruzamiento (proteinas -proteina, ADN-proteina) se debe a las
mutaciones producidas por el cambio en el orden de las bases A, T, C, G, ya que éste puede
modificar la funcién celular. Lo anterior se debe a que, durante la replicacién del ADN, es
necesario que éste se desenrolle y copie a si mismo, pero si durante este proceso, el ADN se
encuentra unido a una proteina, no se puede replicar y se transmite una informacion
incompleta e incorrecta que se refleja en cambios a nivel celular, que producen informacion
que puede modificar la funcion celular ocasionando mutaciones. Se ha reportado evidencia de
que, al igual que algunos agentes quimicos como el As y el cisplatino, la radiacion ionizante
produce entrecruzamientos entre proteinas y el ADN [Ramirez et al., 2000], [Fornace and
Little, 1997].
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3.1.2. Hipétesis:

El entrecruzamiento entre el ADN y las particulas generadas por radiacion ionizante en células
de mamiferos irradiadas a dosis menores que 20 Gy, en condiciones isoténicas de la radiacién
muestran un comportamiento lineal con la dosis.

3.1.3. Obijetivos:
Objetivo general.-
Estudiar la formacion de DPC, como funcién de la dosis suministrada, en linfocitos

de mamifero, irradiados por rayos y de *°Co bajo condiciones isoténicas (PBS) y
en hipoxia.

Objetivos particulares.-

% Determinar la tasa de dosis del irradiador GammacCell del Instituto de Ciencias
Nucleares.

9,

% Determinar la dosis de transito de la muestra biolégica a través del irradiador.

.

% Realizar la curva de calibracion del fluorémetro.

.

++ Encontrar la dependencia de la formacién de entrecruzamientos como funcién
de la dosis suministrada.

3.2 Calibracion del irradiador GammaCell 200

La irradiacién de las muestras celulares se llevo a cabo en el irradiador GammaCell 200 del
Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM. Dicho irradiador esta formado por 24 fuentes de
%Co, las cuales emiten en un 99% radiacion By 1% de radiacion y con energia promedio de
1.25 MeV. Las fuentes de *°Co del irradiador GammaCell tienen 17.97 cm de altura y estan
encapsuladas en un blindaje de acero inoxidable. Rodean en forma concéntrica a la muestra la
cual es llevada hasta el centro de dichas fuentes a través de un émbolo de acero inoxidable de
4.4 cm de radio y 14 cm de altura. La figura 3.1 muestra esquematicamente el irradiador.

-39-



Muestra a irradiar

Lépices“ TN
de'Co P

Figura 3.1. Diagrama esquematico del irradiador del GammaCell 200.

La calibracion del irradiador consistio en determinar la tasa de dosis en la posicion de
irradiacién, a partir de la dosis absorbida en el dosimetro quimico conocido como Fricke,
descrito en la seccion 1.5.

3.2.1. Determinaci6n de la tasa de dosis del irradiador GammacCell 200

La tasa de dosis del irradiador GammaCell 200 fue determinada con el dosimetro Fricke,
descrito en la seccién 1.5. Se irradiaron muestras de ésta solucién durante 78, 130 y 275
minutos, leyendo su absorbancia en el espectrofotémetro UV visible marca CARY, a una

longitud de onda de 304 nm. Los resultados de la irradiacién se muestran en la tabla 3.1 y en
la figura 3.2.

Tabla 3.1. ADO y dosis obtenida con la solucion Fricke.

Tiempo de .
ADO Dosis (Gy)
irradiacion (min)
0+0.01 0 0.0 £ 0.001
78 +0.01 0.189 52.54 + 0.01
130 £ 0.01 0.3161 87.88 £ 0.01
275+ 0.01 0.6663 185.23 £ 0.01
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Figura 3.2. Curva de calibracion para determinar la tasa de dosis en el irradiador GammaCell 200.

Por lo anterior, la tasa de dosis obtenida en el centro del irradiador GammacCell 200 es de 0.67
+0.03 Gy min” (7 de diciembre 2004).

3.2.2 Determinacion de la dosis de transito

El transito de la muestra por el irradiador hasta la altura donde se encuentran las fuentes de
%Co involucra una dosis adicional a la calculada, que se debe al tiempo de bajada y subida (B
+ S) a una tasa de dosis variable. Para tiempos de irradiacion pequefios (< 1 minuto) esta
dosis es una contribucién importante y fue medida para el irradiador GammaCell 200

irradiando dosimetros TLD-100 durante diferentes tiempos siguiendo el protocolo que se
enuncia a continuacion:

1) Preparacién de los dosimetros.- Horneado a 400°C durante 1 hora. Se dejaron

enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se hornearon a 100°C durante 2
horas.
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2) Caracterizacion de los dosimetros.- Del lote de dosimetros irradiados, se

seleccionaron 16 cuya sefial termoluminiscente a una dosis dada fuese mas similar.
Posteriormente, se realiz6 la identificacion de cada dosimetro (No. de dosimetro).

3) Irradiacién.- Los dosimetros fueron irradiados a diferentes tiempos, a una tasa de

dosis de 0.73 + 0.03 Gy min™ (marzo 2004). El tiempo B + S corresponde al tiempo
que le toma bajar (B) y subir (S) al émbolo en el irradiador. Los resultados se muestran
en la tabla 3.2.

4) Lectura.- Se realiz6 en un equipo Harshaw 3500.

Tabla 3.2. Tiempo de irradiacion, dosis y sefial termoluminiscente de los dosimetros
utilizados para determinar la dosis debida al transito de Ila muestra en el irradiador.

" No.de Tiempo de Dosis . Sefal TL Seiial TL -
dosimetro irradiacion (Gy) (nC) Senal(B+S)uom

(£ 0.001 min) + 4% (nC)

2 B+S — 130.1 —

3 B+S — 124.4 —

6 0.25 0.2 527.2 384.6

8 0.25 0.2 518.5 375.9

9 0.5 04 945 802.4

10 0.5 04 900.7 7581

15 1 0.7 1736 1593.4

16 1 0.7 1781 1638.4

18 1.5 1.1 2433 22904

19 1.5 1.1 2502 23594

23 3 22 5082 4939.4

24 3 2.2 4788 4645.4

25 5 3.7 8529 8386.4

27 5 3.7 8682 8539.4

31 B+S — 152.9 —

32 B+S — 163.1 —

-42 -



La sefial TL obtenida en las lecturas se debe al tiempo de irradiacion del dosimetro mas el
tiempo de bajada y subida. Para determinar la dosis debida al tiempo de transito, se resto el
promedio de la sefial TL debida al tiempo (B+S) a la sefial TL. medida. Los valores obtenidos
se muestran en la columna 5 como (Sefial TL - Sefial(S+B)yrom)-

La figura 3.3 muestra la grafica de la sefial TL como funcion de la dosis. La pendiente de la
grafica corresponde al factor de proporcionalidad para pasar de sefal TL a dosis.

Ty vryvyfrrryr|rryrJrrrryrv vy e et

8000 Sefal TL = 2240 Dosis ]
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Sefial TL

4000 -

2000 -
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Figura 3.3. Sefal TL (nC) de los dosimetros TLD-700 como funcién de la dosis.
La ecuacién obtenida para la sefial TL (nC), como funcién de la dosis, es:
Sefial TL = 2240 + 30 *dosis, r* = 0.9997 [3.1]
De la tabla 3.2, el promedio de la sefial TL obtenida por la subida y bajada de la muestra en el

irradiador (S+B) es de 142.63 nC, entonces, por [3.1], la dosis debida al tiempo de transito de
la muestra es 0.064 + 0.002 Gy.
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3.3. Calibracion del fluorémetro

En este trabajo se utilizé un fluorometro modelo 450 de Barnsted Termolyne Corporation. El
fluorébmetro digital es un instrumento altamente sensible que utiliza un circuito integrado
analogico y un procesador digital de la sefial. La energia de excitacion es proporcionada por
una lampara de cuarzo-halégeno. La luz emitida por la ldmpara es seleccionada por un filtro
pasabandas e incide en la muestra, la cual absorbe una porcién de su energia y, si hay
fluorescencia, se emite luz con una energia cuya longitud onda es caracteristica de la molécula
observada. Si estas moléculas no son excitadas con su longitud de onda caracteristica, éstas
no absorben luz y no se produce fluorescencia en la molécula. La tolerancia de esta longitud
de onda caracteristica con respecto a otra que no lo sea es menor a los 50 nm. [M.U. 1999].

La sefal es amplificada por un tubo fotomuitiplicador (PMT) con bajo ruido cuya ganancia es
tipicamente 25 x10° veces. La salida de corriente del PMT es transformada a un voltaje y
amplificada por una corriente. Este voltaje es integrado por un filtro que elimina la componente
de ruido de la corriente alterna. La constante de integracion de tiempo es seleccionada
automaticamente por el interruptor de ganancia (Gain Switch). Este voltaje de corriente directa
es escalado por el cero y el circuito span y convertido a una sefal digital por el convertidor
analdgico a digital. La sefal digital es desplegada en el panel en un arreglo de LED de tres
digitos. La imagen del fluorémetro utilizado en este trabajo se muestra en la figura 3.4.

Figura 3.4. Fluorémetro mod 450 de Barnsted Termolyne Co.

La tabla 3.3 especifica las caracteristicas mas importantes del fluorometro dadas por el
fabricante.
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Tabla 3.3. Especificaciones del fluorémetro mod. 450 de Barnsted Termolyne utilizado.

Caracteristica Especificaciones
Lectura Segmento de 3 1/2 digitos
Intervalo de

Lampara de halégeno (excitacién 340-750 nm)
longitud de onda

10 picogramos por ml (Isotiocyanato fluorescente);

Sensibilidad
15 ppm (Sulfato de Quinina Dihidratado)

Resolucién 0.05% de escala completa

Linealidad 1% tipicamente
Intervalo de

10 a 38 ° C en operacion. Almacenamiento de 0 hasta 75° C

temperatura

Humedad < 95%

Para conocer la cantidad de ADN contenido en la muestra a través de su fluorescencia
medida con el fluorémetro, fue necesario realizar una calibracién previa en éste. El protocolo
de calibracién se enuncia a continuacion:

1) Se preparé una solucién STOCK de 1 mg de Hoescht 33385 en 1 ml de agua destilada
y estéril. De esta solucion, se tomaron 20 pl y se diluyeron con 980 pl de agua
destilada para dar una concentracion final de 20 ng/ml. El resto de la solucion STOCK
se guardé a 4 °C en la oscuridad.

2) Se preparé una solucién blanco con 1 ml de solucion D y se afiadieron 12.5 pl de la
solucién Hoescht.

3) Se empled una muestra conocida de ADN de bovino, aforandose con solucién D, tal
como se muestra en la Tabla 3.4.

4) Para estimular la fluorescencia en las muestras se utilizaron 12.5 pl de la solucion de
Hoescht (20 ng/ml) por cada ml de solucién. Se agité la muestra en un vortex durante
5 s y se dejé incubar en oscuridad por 10 minutos. Durante este tiempo, se procedio a:

i) Encender el fluorémetro dejandolo calentar 10 min aproximadamente
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i)y Abrir el span (girar perilla hasta el tope derecho)

iy Ajustar a cero con ganancia 1
iv) Calibrar a cero el fluorémetro utilizando el blanco, siempre con el tubo en la misma

direcciéon. Tomar la lectura del fluorometro cuando el valor de éste permanezca

constante durante la medicién.
v) Enjuagar el tubo con agua destilada y colocar la muestra por medir, con orden de

mayor a menor concentracién de ADN (recomendacion del fabricante).

vi) Se realizaron 3 medidas por cada muestra en diferentes dias.

La tabla 3.4 muestra los resultados obtenidos de la fluorescencia, como funcién de la

concentracion de ADN utilizado en cada muestra.

Tabla 3.4. Concentracion de ADN y valor de fluorescencia obtenido durante la calibracion del fluorémetro. La
incertidumbre corresponde a la desviacion estandar del promedio.

Fluorescencia
ng ADN/ml Medicion 1 Medicion 2 | Medicién 3 Promedio
0 0 0 0 0+0

100 0 32 13 1549
200 26 35 27 29+3
500 71 71 79 743
1000 132 131 137 1332
2000 249 276 271 265+ 8
5000 602 648 645 630 + 20
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600 - = 0.9995
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Figura 3.5. Curva de calibracién del fluorémetro utilizado en este trabajo.

A partir de la curva de calibracion obtenida, se realizd una inversiébn de los ejes para
determinar la cantidad de ADN contenida en la muestra a partir de su fluorescencia medida, tal
como se muestra en la figura 3.6.

6000 T =

i ng ADN/ml = 7.9358*fluorescencia - 44.711
5000 | r* = 0.9995

4000 1

3000 _ ® Promedio

ng ADN/ml

2000 1

1000 -+

0+

Fluorescencia

Figura 3. 6. Concentracion de ADN vs fluorescencia promedio.
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3.4 Obtencién y conteo de la muestra

Se extrajo sangre fresca de la vena de un conejo, puncionando las orejas con una aguja
calibre 21. De forma previa, la jeringa fue heparinizada para evitar que la sangre coagulara.
Para aislar los linfocitos del resto (plasma y eritrocitos), se realizé el siguiente protocolo:

1) En un tubo de centrifuga de 15 ml, se colocaron 3 mi de Limphoprep, posteriormente
se vaciaron 5 ml de sangre fresca por las paredes del tubo (utilizando una jeringa)
cuidando de no romper la tension superficial entre las dos sustancias.

2) Separacion por densidades: Los tubos fueron centrifugados a 1800 rpm durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo, se formé un gradiente de densidades: la parte
superior corresponde al plasma sanguineo, la central a los linfocitos, la inferior a los
eritrocitos.

3) Lavado: Los linfocitos fueron colocados en otro tubo nuevo y estéril con un volumen de
solucién PBS (isoténica) similar al de los linfocitos obtenidos. Se centrifugé a 1200 rpm
durante 10 minutos para que los linfocitos formaran por fuerza centrifuga un botén en
la parte inferior del tubo. Se realizaron 2 lavados.

4) Conteo de linfocitos: Transcurridos los dos lavados, se resuspendi6 el botén formado
con 1 mi de soluciéon PBS y se conté el nimero de células vivas. Para ello se
mezclaron 10 pl azul tripdn con 10 pl de las células contenidas en 1 ml de PBS. La
mezcla fue colocada en una cdmara de Newbauer. El conteo se realizé con un
microscopio electrénico con objetivo 10 X.

5) Una vez contado el niumero de células, se separ6 la mezcla en alicuotas con2a 3 x
10° células. Los linfocitos fueron colocados en tubos eppendorf de 2 ml con la minima
cantidad de PBS.

6) A las muestras irradiadas en condiciones hipéxicas, se les suministré gas de Nj
durante 5 minutos para eliminar el oxigeno contenido en la muestra.

7) Los tubos fueron colocados en hielo y transportados de manera inmediata al ICN para
su irradiacion.

3.5. Irradiacién de la muestra

Las muestras fueron irradiadas bajo EPC con rayos y provenientes de una fuente de %co a

una D=0.67+0.03 Gy/min. Para ello, se colocaron los tubos en el centro de la base del

irradiador y a una altura de 3 cm. Inmediatamente después de haber transcurrido el tiempo de

irradiacion, se afiadi6 a las muestras 500 ul de solucién A (ver Apéndice) para romper la
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membrana de éstas. Para evitar reparacion celular, posterior a su lisado fueron colocadas en

hielo y almacenadas a - 20 ° C durante un tiempo minimo de 8 h antes de recibir el tratamiento
de desproteinizacion (DPC).

3.6. Protocolo para el aislamiento de los fragmentos de ADN entrecruzado con

proteinas

Una vez que las muestras reposaron cuando menos 8 h, les fueron quitadas las proteinas
entrecruzadas siguiendo el protocolo que se enuncia a continuacion [Costa, M. et al. 1996].
Los componentes de las Soluciones A, B, C y D son enlistados en el Apéndice.

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7)
8)
9)

10)
11)
12)
13)
14)

Descongelar la(s) muestra(s)a37°C

Tomar una alicuota de 40 ul para ADN total (es decir, ADN entrecruzado con proteinas,
ADN sin proteinas y ADN que no estd unido covalentemente a proteinas). Una vez que
se separd la muestra para ADN total se guardo a 4 °C, al resto de la muestra ( ~ 450 a

550 pl) se le dio el siguiente tratamiento:

Pasar 4 veces por aguja de calibre no. 21. Lo anterior se realiz6 para fragmentar el ADN
en trozos de tamafio similar.

Adicionar 500 pl de Solucién B y mezclar durante 5 s a toda velocidad en el vortex. La
solucién B estd compuesta por KCI, la cual es una sal que se une a las proteinas. Los
pasos 7 a 11 tienen como finalidad aislar a las proteinas y los DPC formados. Para ello

se realizan 3 lavados, quedandonos Unicamente con las proteinas y el ADN que fue
entrecruzado con proteinas

Poner en bafio térmico a 65 ° C durante 10 minutos
Invertir tubos 3 veces

Poner en hielo 5 minutos

Centrifugar a 6000g por5mina4°C

Quitar el sobrenadante con pipeta (cuidado). Adicionar 1ml de Solucién C (agitar
brevemente)

Resuspender con micropipeta

Poner en bafio térmico a 65 ° C durante 10 minutos (invertir tubos 3 veces)
Transcurrido el tiempo en el bafio térmico, colocar la muestra en hielo por 5 minutos
Repetir pasos 7-11, 2 veces mas. En total se hacen 3 lavados

Después del ultimo lavado, resuspender el boton en 250 pl de Solucion D
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15)  Adicionar proteinasa K (PK) de forma tal que su concentracién en la muestra sea de 0.2

mg/ml. La adicién de PK se realiza para degradar a las proteinas entrecruzadas con el
ADN.

16) Poner en bafio a 50-55 ° C durante 3 horas.

17) Adicionar 50 ul de BSA 4 mg/ml, mezclar y poner en hielo, para precipitar las proteinas y
los péptidos.

18) Centrifugar a 12000 g durante 10 mina 4°C

19) Recuperar el sobrenadante y determinar la concentracién de ADN por fluorescencia. El

sobrenadante recuperado corresponde al ADN que se entrecruzd con proteinas por
enlaces covalentes.

La figura 3.7 representa el diagrama esquematico con el procedimiento experimental descrito
en esta seccion.

o -Muestra de ADN con
89Co, rayos v (1.25 MeV promedio) . proteinas (40 pl)

5556 :': . 8 h fragmentacioén
= °%?@3 pocod S ’ del ADN
= == Lisis celular con = 3 lavados
-t b @ - ADN/PROT/SDS SDS/KCI
Boo/ e
[ = PROT /SD$
i A~ T
| N por S min y M) ADN
¢ - [ncubacién cond— | -— ENVAYAY
PKa 55°C =~ = NeOo DPC
durante 3 h. precipitacién del ADN

i ‘ If?etemﬁnac?én del ADN por
oot uorescencia
(ot )

% DPC
Figura 3.7. Esquema del protocolo de desproteinizacion utilizado

3.7 Determinacién del porcentaje de ADN entrecruzado con proteinas

Una vez obtenido el sobrenadante, se dejé reposar a - 20 ° C durante al menos 8 h antes de
leer su fluorescencia. Las muestras fueron descongeladas a 37 ° C y resuspendidas con
micropipeta para asegurar una mayor homogenizacion.
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Se tomo todo el sobrenadanante de las muestras de ADN (total y de DPC) y se aforé a 1 ml
con Solucion D (Apéndice). Posteriormente, se afiadieron 12.5 ul de Hoescht con una
concentracién de 20 ng/ml. Las muestras fueron incubadas durante 10 minutos en oscuridad y
se determino su fluorescencia con el fluorémetro.
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- @NED—2 Capitulo [V @D

Resultados

En este capitulo se presentan los resultados del porcentaje de entrecruzamientos ADN-
proteina (% DPC) producidos en muestras de linfocitos de conejo (2 - 3 x 10° células)
irradiados en solucién isoténica (PBS) en condiciones de normoxia (nivel normal de oxigeno) e
hipoxia (baja o nula cantidad de oxigeno), a un intervalo de dosis de 0 a 20 Gy. La
cuantificacion del %DPC en ambas condiciones fue determinadas de acuerdo con los
protocolos descritos en las secciones 3.4 - 3.6.

4.1.1 Irradiacion en normoxia
Los resultados que se presentan en la tabla 4.1 corresponden a los ng de ADN contenidos en

la muestra celular, mismos que fueron determinados con la curva de calibracion;
ADN/mi = 7.9358 fluorescencia - 44.711, obtenida en la seccion 3.3.

Tabla 4.1. Cantidad de ADN total, obtenida en condiciones de normoxia.

ng de ADN determinado a través de su fluorescencia y la curva de
calibracién del fluorémetro (figura 3.5)

Dosis Gy |Muestral [Muestra2 [Muestra3 |Muestra4 |PROMEDIO x 10°
0.0 105669 147678 1205
04 123102 117547 130508 124+04
0.7 145586 131037 13.8+0.6
22 173097 151935 117760 15.0+2
3.7 154580 146645 113050 14.0% 1
6.5 97443 74669 68320 8.0+09
9.2 91623 40896 27451 56767 5.0+£2
13.9 41803 46111 3.9+05
18.5 30239 64250 50+ 1
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Tabla 4.2. Cantidad de ADN que estuvo entrecruzado con proteinas,
obtenido en condiciones de normoxia.

ng de ADN determinado a través de su fluorescencia y la curva de
calibracion del fluorémetro (figura 3.5)
Dosis Gy PROMEDIO
5 4% Muestra1 |Muestra2 |Muestra3d |Muestra4 % 10°
0 5443 3670 43106
04 2686 4193 4551 3.8 0.6
0.7 4828 3896 4.4 +0.5
2.2 6832 4451 4016 5.1 0.8
3.7 5443 6158 4420 5304
6.5 4954 3497 3093 3.8+0.6
9.2 4579 2899 1939 2581 3.0£0.7
13.9 2775 3604 41
18.5 2193 5544 _ 4+2

El porcentaje de ADN entrecruzado con proteinas (%DPC) fue obtenido con el cociente del
valor obtenido de ADN en la alicuota de 40 ul (ADN total) con respecto a la alicuota de ADN

sometida al proceso de desproteinizaciéon (DPC) de acuerdo con la relacién:

%DPC = APEBEQ x 100 [4-1]

ADN total

Donde ADN DPC representa la cantidad de ADN que estuvo entrecruzada con proteinas y que
le fueron quitadas con el proceso descrito en la seccién 3.6.

La tabla 4.3 muestra el % de DPC obtenido a partir de las tablas 4.1y 4.2.
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Tabla 4.3. %DPC obtenido en condiciones de normoxia.

% DPC determinado por fluorescencia

Dosis Muestra1 | Muestra?2 | Muestra3 | Muestra4 | Promedio
0 2.9 25 27+02
04 2.2 3.6 3.5 : 3.1£05
0.7 3.3 3.0 32+02
22 3.9 29 3.4 3404
3.7 3.5 42 3.9 39+03
6.5 5.1 47 45 48+0.2
9.2 5.0 71 7.1 45 59+0.8
13.9 6.6 7.8 7.2+0.6
18.5 7.3 8.6 79+0.7

La figura 4.1 muestra los resultados anteriores, en forma grafica, para el % DPC obtenido en
condiciones de normoxia y en solucién PBS.

10.0 -
F
9.0 1 %DPC =0.29 dosis +2.9
8.0 + ? = 0.9868
7.0 4
8 6.0
% >0 _é @ promedio
° 4.0 + m Muestra 1
3.0 A Muestra 2
a X Muestra 3
2.0 __ x Muestra 4
1.0 §
00 fo oo v v
0 5 10 15 20

Dosis Gy

Figura 4.1. %DPC, obtenido en condiciones de normoxia, como funcion de la dosis suministrada.
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4.1.2 Irradiacién en condiciones hipoxicas

Para determinar la influencia de la reduccién de oxigeno en la muestra irradiada, se realiz6 el
mismo procedimiento de aislar proteinas en condiciones normales de oxigeno (normoxia), que
fue descrito en la seccién 3.6. La variacion a este procedimiento para producir hipoxia celular
consisti6 en bombear durante 5 minutos gas N, a la muestra para desplazar la cantidad de
oxigeno presente en ella. Aunque no se estimé el grado de hipoxia celular producido por el
bombeo, creemos que éste fue suficiente para reducir la cantidad normal de oxigeno. La tabla
4 .4 muestra los resuitados en tales condiciones.

Tabla 4.4. Cantidad de ADN total bajo condiciones de hipoxia.

ng de ADN determinado a través de su
fluorescencia y 1a curva de calibracion del
fluorémetro (figura 3.5)

Dosis G PROMEDIO
+ 4% y Muestra 1 Muestra 2 x 10
0.0 26195 25930 2.61+0.04
9.2 23748 15051 1.9+0.9
18.5 23582 15389 2+1

Tabla 4.5. Cantidad de ADN sin proteinas bajo condiciones de hipoxia.

ng de ADN determinado a través de su
fluorescencia y la curva de calibracion del
fluorémetro (figura 3.5)

D(;sf%G y Muestra 1 Muestra 2 PR(;':’IS:;DIO
0.0 2720 2796 27 +0A1
9.2 3762 2375 3.1+0.1
18.5 5524 3156 4.3+0.1
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Tabla 4.6 % DPC medido en condiciones de hipoxia.

% DPC determinados por fluorescencia
Dc;s:‘so/? y Muestra 1 Muestra 2 Promedio
0.0 104 10.8 10.6+0.2
9.2 15.84 15.78 15.80+ 0.03
18.5 20.5 234 22 +1

A continuacién, se presenta la gréfica correspondiente a los resultados de la tabla 4.6.

30.0 ¢
3 %DPC (N,) = 0.61 dosis + 10.5
2501 2 = 0.9979
20.0
O :
O 15.0 T
X L
10.0
5.0
0.0 il { 1} | !
0 5 10 15
Dosis (Gy)

® Promedio
m Muestra 1
¢ Muestra 2

Figura 4.2. % de DPC obtenido como funcién de la dosis suministrada a las muestras
bajo condiciones de hipoxia y en solucién PBS.

Como puede observarse de las figuras 4.1 y 4.2, el burbujear N, en la muestra induce la

formacion de DPC, ya que la muestra sin irradiar increment6 en un 7.9% el porcentaje de DPC

formados.

Para cuantificar el efecto de la radiacién ionizante bajo condiciones de hipoxia, se rest6 7.9 +

0.3 (diferencia entre el %DPC de las muestras sin irradiar en condiciones de hipoxia y normal

de oxigeno) a las muestras a las que se les burbujed N,. Esto permitié obtener el incremento
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en el % de DPC debido unicamente a la radiacion. Posteriormente, se comparé esta

correccion, con el %DPC producidos en normoxia para una misma dosis. La tabla 4.7 muestra
los resultados.

Tabla 4.7. % DPC obtenido en condiciones de hipoxia y normoxia.

% DPC
Dosis Gy Muestra en Muestra en Muestra en hipoxia
L . %(Mn-My)
4% hipoxia normoxia (M,) -7.9 (M)
0.0 106 £0.2 27%0.2 27+03 0
9.2 15.80 £ 0.03 59+08 7903 34
18.5 22 +1 79107 14+ 1 78

Donde %(Mn-M,) representa el incremento en el %DPC debido al efecto de irradiar a las

Células en presencia de N,. La figura 4.3 muestra el %DPC, como funcién de la dosis de los
valores

16 =

T T T

14 1 % DPC y, =0.61 dosis +2.7

12

T T

10 1

TT

e Normoxia
+ Mh

% DPC
(o)

T T T T T 1 T1

% DPC omoxia = 0.29 dosis+ 2.7

0 5 10 15 20
Dosis (Gy)

Figura 4.3. Comparaci6n del % DPC formados bajo condiciones de hipoxia, normoxia.
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De acuerdo con los resultados presentados en las figuras 4.1 y 4.2, se induce
aproximadamente el doble de DPC, por unidad de dosis, en condiciones de hipoxia que en
normoxia.

Para tratar de explicar el incremento del entrecruzamiento entre el ADN y las proteinas bajo
condiciones hipoxicas resultd necesario descartar los posibles factores que pudieron producir
dicho incremento. Una de las primeras preguntas a resolver fue la influencia del burbujeo en la
muestra. Para determinar si la viabilidad (morbilidad) de la muestra celular de linfocitos era
modificada por el burbujeo de N,, se realizd el experimento que se describe a continuacion
(seccion 4.2).

4.2 Determinacién de la viabilidad celular como funcién del burbujeo de N,

Se realiz6 el conteo de células vivas con respecto a las muertas en una solucion de 10 pl de

linfocitos en PBS y 10pul de azul tripan en la camara de Newbauer. La tabla 4.8 muestra los

resultados de viabilidad celular obtenidos.

Tabla 4.8 Relacién de viabilidad celular antes de aplicar el tratamiento.

Vivas Muertas
90 26
64 22
97 17
89 24
70 25
Promedio 82+6 23+ 2
% Viabilidad 72+8
# inicial cel/ml 65x%x10°

Una vez que se determiné el porcentaje de células vivas en la alicuota, se resuspendié y
dividio a ésta en 3 alicuotas de 333 pl cada una, de éstas, se burbuje6 a una muestra con Ny, y
a otra con aire durante 5 minutos. Se guardé una muestra control a la que no se le aplico
ningun tratamiento. Posteriormente se determind nuevamente la viabilidad celular por muestra.
Los resultados se indican en la tabla 4.9.
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Tabla 4.9. Viabilidad celular posterior al burbujeo.

N, Aire Control
Vivas / Muertas | Vivas / Muertas | Vivas / Muertas
54 /21 50 /20 35/14
381/17 64 /23 57/16
50/18 44120 60/18
55/15 50 /20 50 /12
Promedio 49+8/18+3 52+£8/21%2 50+10/15+3
% Viabilidad 60+ 10 60+10 70+ 20

De lo anterior, puede concluirse que la muerte celular ocurre principalmente porque las células
se encuentran un tiempo mayor en PBS, no asi por burbujear N, o aire, ya que no hay una
reduccion significativa entre la viabilidad celular de las alicuotas que recibieron tratamiento con
respecto a la control. Una vez que corroboramos que el burbujeo no afecta al dafio celular,

realizamos una prueba para establecer si este burbujeo incrementa el estrés oxidativo en las
celulas.

La seccion 4.3 describe la metodologia utilizada para determinar a través de una técnica de

tincion, el grado de estrés oxidativo generado en las células cuando se les burbujea gas N, o
aire.

4.3 Protocolo para determinar el grado de oxidacién celular

Lo que buscamos al realizar este ensayo es entender qué es lo que estad causando un
incremento en el porcentaje de entrecruzamientos entre el ADN y las proteinas en
condiciones de hipoxia. Para ello, suponemos que uno de los factores que influye en la
produccién de DPC es el estrés oxidativo de las células, y que este nivel se ve modificado
cuando se les ha burbujeado N,. Si este valor es significativamente diferente del obtenido
en normoxia, este cambio en el estrés oxidativo pudiera estar relacionado con una mayor
o menor produccién del porcentaje de DPC en condiciones de hipoxia. Esto podria
explicar porqué en condiciones donde existe una mayor cantidad de oxigeno rodeando a
la célula, se produce un menor porcentaje de DPC.

Uno de los blancos de la oxidacion celular es el ADN. La oxidacion de las guaninas es el
indicador que mas frecuentemente se utiliza. En este protocolo se decidi6 identificar de
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manera semi- cuantitativa, la cantidad de 8 hidroxiguanosina mediante el uso de un

anticuerpo especifico, para ello, se realiz6 el siguiente protocolo experimental, aplicado a
muestras por duplicado, el cual esta formado por 4 etapas: i) Fijacion de las células en

etanol, ii) fijacion de las células en la laminilla, iii) tincion celular y iv) cuantificacién del

grado de oxidacién a partir del tono de gris en la imagen. El estrés oxidativo producido en
la muestra es proporcional al % de tincién.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

ii)

1)

2)

Fijacién de las células en etanol
Se obtuvieron de 8 a 10 millones de linfocitos
Posteriormente, se les aislé en muestras de = 10° linfocitos en un tubo eppendorf en 1
ml de PBS estéril.
Se consideraron 4 grupos:
iy Control
iiy Control positivo (Muestra con 10 pl de H;0,)
i) Burbujeo de aire durante 5 minutos
iv) Burbujeo de N, durante 5 minutos
Los tubos eppendorf fueron centrifugados a 1000 rpm durante 10 minutos, Unicamente
para que las células se vayan al fondo del tubo.
Posteriormente, se fijé el pellet (células en botén) con etanol al 70%, se resuspendié
con cuidado y se centrifugd para cambiar el fijador.
Se almacené a la muestra a -20 ° C durante 24 horas.

Fijacién de las células en la laminilla

Para hacer las laminillas, se centrifugaron los tubos a 1000 rpm durante 10 minutos.
Lo anterior permitié que se concentraran las células. Nuevamente, se resuspendi6 a
las células en un volumen igual al pellet.

Se agregaron las células en las laminillas con poli-lisina, tal como se muestra en la
figura 4.4.
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3)

Células con Células sin
anticuerpo anticuerpo

Figura 4.4 Vista frontal del portaobjetos con las muestras celulares
en presencia y en ausencia del anticuerpo positivo.

Una vez que se sec6 la muestra celular en la laminilla, se almacené a - 20 °C .
Posteriormente, se procede a la tincién.

iii) Tincién celular

Consistié en los siguientes pasos:

1)
2)

3)
4)
5)

6)
7)
8)
9)

Precalentar el bafio térmico a 90 °C.
Colocar buffer de citrato en un Koplin dentro del baiio térmico. Una vez alcanzada la

temperatura final, meter las laminillas completamente en el buffer e incubarlas durante
10 6 15 minutos.

Lavar las laminillas en PBS/Tween 20 (2 x 2 minutos).
Incubar con solucién bloqueadora durante 30 minutos. NO DEJAR SECAR.

Incubar con anticuerpo primario diluido 1:40 (en buffer para anticuerpo primario) por 1
hora.

Lavar con PBS/Tween 20 (2 x 2 minutos).

Incubar en solucién bloqueadora de peroxidasa por 10 minutos.
Lavar con PBS/Tween 20 (3 x 2 minutos).

Incubar con reactivo amarillo de ABC (anticuerpo secundario) durante 15 minutos.

10) Lavar (2 x 3 minutos) en PBS/Tween 20.
11) Incubar con reactivo rojo de ABC (Streptauidina) durante 15 minutos.
12) Lavar (2 x 3 minutos) en PBS/Tween 20.

13) Incubar con DAB de 5 a 10 minutos. Los niicleos con mayor oxidacion se observan

con mayor tincion café.

14) Lavar con agua destilada.
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iv) Cuantificacion del grado de oxidacion celular

Una vez que se realizaron las tinciones, se procedié a cuantificar el nimero de células
tefiidas como una medida indirecta del grado de oxidacién producido. El control positivo
(muestra con agua oxigenada) fue un indicador del éxito de la tincion, ya que toda la
muestra presentd tincion, independientemente de que estuviera presente el anticuerpo
primario (Figura 4.3).

El grado de oxidacion fue determinado realizando un conteo de 400 células en la laminilla.
Se observo y contd la relacion de células tefidas (en color café) con respecto a las no-
tefiidas para una misma muestra. El conteo se realiz6 utilizando un objetivo 10x y por el
mismo observador. Los resultados se muestran en la tabla 4.10.

Tabla 4.10. Conteo de las muestras tefiidas vs sin teir.

Muestra celular No Tefiidas | Tefidas | % Tincion
Control (i.e, sin tratamiento) 335 66 20
Burbujeo de N, por 5 minutos 346 54 16
Burbujeo de aire por 5 minutos 353 47 13

De lo anterior, puede observarse que, aunque hay un mayor estrés oxidativo en las células
en condiciones normales de oxigeno, con respecto a las que se les burbuje6 aire o
nitrégeno, esta diferencia no es estadisticamente significativa, dado que el % de tincion
presentado en los tratamientos con N, y aire difiere en un 3%. Por lo anterior, podemos
decir que el método de tincion utilizado bajo las condiciones experimentales descritas no

permite concluir que haya un incremento en el estrés oxidativo celular.
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Resumen del Capitulo IV

Se realiz6 la dosimetria del irradiador GammaCell 200 en dos etapas. En la primera, se
determind la dosis de transito de la muestra por el irradiador, para corregir el valor de la dosis
suministrada. Encontramos que en tal caso, el valor de la dosis de subida + bajada
corresponde a 0.06 + 0.002 Gy, lo que mostr6é que ésta es relevante Unicamente cuando el
tiempo de irradiacion es menor que 1 minuto. En la segunda etapa de la dosimetria se
determind la tasa de dosis del irradiador GammacCell 200. El valor obtenido fue de 0.67 + 0.03
Gy/ min (7 diciembre 2004).

La metodologia biolégica experimental consistié de tres etapas principales, en la primera, se
calibré el fluorébmetro por utilizar; en la segunda, se obtuvieron e irradiaron las células de
mamifero (linfocitos), en la tercera se aislaron los entrecruzamientos ADN-proteina y se
determind, por fluorescencia, la cantidad de nanogramos de ADN contenidos en la muestra.

Con respecto al protocolo utilizado para determinar la cantidad de ADN contenida en la
muestra, mostré que es posible obtener una alta precisiéon en la medida siempre que se
realice de manera consistente. Debido a que el fluorémetro es un equipo altamente sensible,
resulta indispensable controlar que el valor de fluorescencia de la muestra blanco siempre sea
cero. Para ello, debera mantenerse constante el valor de fluorescencia del capuchén una vez
que se ha calibrado a cero con el span. Durante las mediciones, el menor movimiento del
equipo, o alguna basura en la muestra por leer, pueden modificar enormemente el valor de
fluorescencia obtenido, por 1o que debera verificarse que una vez que se ha calibrado a cero,
la lectura del capuchon permanezca constante. Si la lectura cambia, debera colocarse
nuevamente la muestra blanco y calibrarse nuevamente a cero. Lo anterior, junto con la
adecuada resuspension de la muestra, colocacion el tubo de ensaye en la misma posicion y
repeticion de este proceso al menos unas cinco veces para cada muestra, garantiza una
buena precision del fluorémetro y menor dispersion en las medidas.

El método de aislamiento de DPC utilizado permite determinar la induccién de DPC al
amplificar el ADN asociado con las proteinas una vez que la proteina es precipitada con
dodecyl sulfato de sodio (SDS/K"). El SDS/K" actia como agente precipitador de proteinas, ya
que el SDS se adhiere a éstas y posteriormente son precipitadas por el potasio [Costa, M. et
al. 1996]. Sin embargo, tiene la desventaja de que es posible que se precipiten otras proteinas
gue no han sido unidas de manera covalente con el ADN.
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Discusion y Conclusiones

Histéricamente, los DPC fueron observados cuando se retenian en filtros porcentajes
importantes de ADN al eluirlo mediante soluciones de elevada fuerza iénica. Esta elucién
mejoraba por el tratamiento con proteinasas, por lo que se concluyé que el ADN estaba
retenido a protefnas [Kohn, 1991], [Lozano, 2002]. Existen numerosos agentes citotdxicos,
mutagénicos y carcinogénicos, que incluyen a la radiacién UV e ionizante, y que han sido
identificados como productores de DPC.

Los entrecruzamientos covalentes entre proteinas y ADN representan un cambio fisico en los
procesos metabdlicos del ADN vy las proteinas, formando los DPC. Sin embargo, la formacion
de DPC ha recibido una menor atenciéon que otro tipo de dafios al ADN, por lo que sus
consecuencias biolégicas asi como sus mecanismos de reparacién son desconocidos. Por otro
lado, se ha observado que los resultados obtenidos para cuantificar DPC dependen
fuertemente de la metodologia implementada para detectarlos, debido a la diferente
sensibilidad de cada método, por lo que resulta dificil comparar los resultados obtenidos con
diferentes condiciones experimentales.

En este trabajo se irradiaron linfocitos de conejo con radiacién gamma proveniente de una
fuente de *°Co, en un intervalo de dosis de 0 a 19 Gy, en condiciones normales y bajas de
oxigeno. El método utilizado para la cuantificacién de los DPC consistié de dos etapas. En la
primera, se realizd un proceso de aislamiento del ADN y las proteinas entrecruzadas a través
de la digestién de proteinas con proteinasa K, descrito en la seccién 3.6.

La segunda etapa consistio en la cuantificacion de Ia cantidad de ADN a través del método de
fluorescencia. El resultado se expresd como el porcentaje de ADN que fue precipitado por las
proteinas que tenia entrecruzadas.

Estudios recientes indican que el dafio producido por la formacion de entrecruzamientos ADN
proteinas puede interrumpir los procesos metabolicos del ADN tales como su replicacion,

reparacién, recombinacion, transcripcién y remodelacién de cromatidas.
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La formacion de DPC por radiacion tiene relevancia biolégica en condiciones similares a las
que recibimos por fondo natural de radiacion (i.e, a dosis menores a 0.1 Gy). Estudios
recientes indican que la cantidad de DPC producidos por radiacién ionizante en condiciones
normales de oxigeno es del mismo orden de magnitud que la formacién de DSB [Xue et al.
1994], [Distel, 2002]. En 1999 E.C. Woudstra, reportdé que por cada célula de mamifero
expuesta a una dosis de un gray, se producen aproximadamente 150 DPC, en contraste con la
formacion de DSB que se producen en promedio de 20-40 DSB/célula Gy [Barker et al. 2005].
Lo anterior se contrapone con lo reportado en la mayor parte de la literatura en la que se ha
sefialado que el dafio principal por radiacién es debido a los DSB, dejando de lado el dafio
celular por entrecruzamientos ADN-proteina.

Dado que la formacién de DPC ha sido asociada con el uso de agentes carcinogénicos como
el cisplatino, es necesario entender la influencia de tales entrecruzamientos en la citotoxicidad
celular, que ayuden a entender la respuesta clinica y los mecanismos de resistencia a este

medicamento, lo cual podria originar el desarrollo novedoso de una droga anti-tumores.

A dosis altas de radiacién, la formacion de DPC resulta importante por las mutaciones que
pudieran producir en células hipdxicas y oxigenadas, ya que radiobiolégicamente podria
modificar el tratamiento en pacientes en los que se busca eliminar el maximo de células
tumorales con un dafio minimo a las células sanas.

La combinacién del protocolo utilizado para el aislamiento de DPC y el implementado para las
lecturas con el fluordbmetro permitié aislar a las proteinas entrecruzadas al ADN de una manera
facil, con una alta precision en la determinacion del ADN contenido en la muestra y poca
dispersion en los datos, tal como se desprende de la figura 3.6.

En este trabajo, hemos observado que la formacién de entrecruzamientos ADN-proteina (DPC)
tiene un comportamiento lineal con la dosis suministrada, y que es consistente con la hipitesis
planteada al inicio. El intervalo de dosis estudiado en este trabajo (< 20 Gy) es un intervalo alto
que es relevante desde el punto de vista bioldgico debido a que cuantifica la cantidad de
entrecruzamientos ADN-proteina a niveles bajos, medios y altos de radiacion, en donde se ha
observado que existe una correlacién entre la dosis suministrada a la célula con los efectos
mutagérnicos y carcinogénicos que le produce [Chakrabarti et al. 2001].
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Se ha observado que el nivel de DPC es significativamente mayor en pacientes con cancer de
mama en relacioén con el nivel basal de DPC en pacientes sanas. Presumiblemente, el nivel
basal de DPC es causado por factores ambientales y productos metabolicos, y el incremento
en la aparicion de DPC puede presentarse en el desarrollo de cancer de mama o bien durante
su tratamiento [Wu, et al. 2002].

El papel de los DPC como efecto biolégico de la radiacién ionizante no se ha estudiado, en
gran medida porque estas lesiones son menos abundantes cuando se irradia en presencia de
oxigeno, no asi para la mayoria de las otras lesiones inducidas por radiacién, como muerte
celular y mutaciones, que se ven favorecidas en condiciones oxigenadas [Zhang, et al. 1995].
Sin embargo, existe evidencia de que los DPC pueden contribuir a la muerte celular cuando su
reparacién es inhibida. Tal es el caso de ciertas lineas deficientes en reparacién como UV41y
UV20, que son significativamente mas sensibles que las células normales a la muerte por
radiacién ionizante bajo condiciones hipéxicas, por lo que se piensa que estas células también
son deficientes en reparacion de DPC [Murray, and Rosenberg, 1996], [Murray et al. 1996].

Muchos tumores contienen proporciones significativas de células hipéxicas lo cual representa
un problema cuando se usa la radiacién ionizante en la terapia contra el cancer, ya que las
células hipdxicas son mas resistentes a la muerte por radiacion. El hallazgo de que los DPC
son inducidos por la radiacién ionizante en una mayor proporcion con respecto a otras lesiones
en condiciones hipoxicas, y que ciertas deficiencias de reparacion aumentan la
radiosensibilidad de las células hipoxicas, pueden representar evidencia para mejores terapias

de radiacion si se pueden inhibir especificamente estos sitios de reparacion.

Lo anterior estd intimamente ligado con la aparicién de dafio genético, intercambio de
cromatidas y citotoxicidad celular. Se ha observado que el nivel de DPC es significativamente
mayor en pacientes con cancer de mama con relacion al nivel basal de DPC en pacientes
sanas. Presumiblemente, el nivel basal de DPC es causado por factores ambientales y
productos metabdlicos, y el incremento en la aparicion de DPC puede presentarse en el
desarrollo de cancer de mama o bien durante su tratamiento [Wu et al. 2002].

En este trabajo se observé que en condiciones de hipoxia, el porcentaje de DPC por unidad de
dosis es aproximadamente el doble que el obtenido en normoxia. El estudio de viabilidad
celular que se describi6 en la seccion 4.2 descarto6 el burbujeo de nitrégeno como un agente
productor de muerte celular. Los resultados presentados en la tabla 4.7, muestran que el
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burbujeo de N; o aire no ocasionan una muerte celular significativa comparada con las células
sin tratar, y que el factor principal de muerte celular se debe que las células permanecen
mayor tiempo en el PBS, lo cual es consistente con lo citado en la literatura [Freshney, 2000].

Lo anterior deja abierta la pregunta sobre el mecanismo y las condiciones que producen un
mayor entrecruzamiento entre el ADN y las proteinas. Para investigar si el bombeo de
nitrogeno modificé las condiciones redox de la célula, se disefié un experimento en el cual se
utilizé un anticuerpo primario que detect6 la oxidacion del ADN.

Los resultados obtenidos de la comparaciéon del grado de oxidacion de la muestra por
burbujeo de N, aire 0 en normoxia no fueron estadisticamente significativos, ya que el conteo
de las células tiene un error intrinseco debido a la persona que realiza el conteo y por otro
lado, la diferencia absoluta del % de tincién fue pequefia.

Podemos decir que el método utilizado en este trabajo para determinar estrés oxidativo a
través de la tincion celular no ofrece informacion muy precisa que pueda descartar el
incremento del estrés oxidativo en diferentes condiciones de oxigenacién, ya que no fue
posible implementar un analisis cuantitativo riguroso.

Un método para cuantificar el grado de estrés oxidativo, a partir de la tincién celular, podria
consistir en determinar la densidad 6ptica de una regién de interés en la muestra tefiida, para
compararla con la obtenida para una muestra control.

En la medida que se tenga una mayor informacion sobre los mecanismos de formacion y
remocién de los DPC, podra determinarse con mayor grado la relevancia bioldgica de este tipo
de lesion. Sin embargo, entender la formacién de los entrecruzamientos ADN-proteina resulta
complicado debido a que los DPC son formados por diversos agentes, tales como radicales
libres generados por mecanismos de estrés oxidativo o bien por sustancias quimicas que
forman enlaces entre los atomos metalicos y las proteinas.

Como trabajo a futuro, seria interesante conocer los mecanismos que permiten formar una
mayor cantidad de DPC por radiacién ionizante en condiciones hipoxicas.
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LGN~ 2 Apéndice QAL 9

A.l Lista de Soluciones

En todas se hizo un ajuste del PH a 7.5 y posteriormente se aforé a 100 ml.

% Solucién A
SDS 2%

PMSF 1mM
Tris-HCI 20 mM

+» Soluciéon B
KCI 200 mM
Tris HCI 20 mM

% Soluciéon C
KCI 100 mM
Tris HCI 20 mM

% Solucién D

KCI1 100 mM

Tris HCI 10 mM

EDTA (disodico) 10 Mm
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Glosario

Aberraciones cromosémicas. Mutacion que ocurre en la célula cundo ésta es irradiada en la etapa
temprana de la interfase, antes de que se duplique el material cromos6mico. La radiacién ionizante
produce aberraciones cromosdmicas a través de la formacion de SSB de la cromatina.
Aberraciones de cromatidas. Mutacion que ocurre en una etapa posterior a la interfase de la célula,
donde ésta ha replicado su ADN.

Anticuerpo. Proteinas producidas por los linfocitos y cuya accién primordial es la defensa de la
célula en contra de sustancias extrafias a ésta.

ARN (Acido Ribonucleico). Es un acido organico compuesto por unidades de nucleétidos
repetidos: guanina, citosina, adenina y uracilo, cuya componente de ribosa se encuentra unida por
enlaces fosfodiester.

Centrémero. Porci6n central de un cromosoma en el que se sujetan las fibras durantee la divisién
mitética y meiética.

Células eucanontes. Células que forman a organismos como hongos, algunas plantas y animales.
Estan formadas por multiples organelos. En este tipo de células, el ADN se encuentra contenido
dentro del nicleo y esta rodeado por diversas proteinas.

Elucion. Método que se utiliza para aislar ADN intacto de las células haciéndolas pasar a través de
un filtro y una solucién que contiene algun tipo de detergente (alcalino o no alcalino).

Gen. Localizacion de un cromosoma que contiene una proteina especifica o muchas proteinas que
estan relacionadas entre si.

Heparina. Sustancia que es producida por el higado y que es utilizada como anticoagulante.
Heparinizar. Impregnar las paredes de un recipiente con heparina.

Hipoxia. Ausencia de oxigeno.

Koplin. Recipiente que sirve para colocar y sujetar portaobjetos dentro de una solucién.

Linfocito. Célula blanca responsable de la produccién de los anticuerpos involucrados en la
respuesta inmune.

Mutacién. Alteracion en la estructura del ADN o secuencia de un gen.

Normoxia. Cantidad de oxigeno que es considerada normal.

Nucle6tido. Estructura en bloque formada por ADN y ARN. Los nucleétidos complementacrios
estan formados por los pares adenina-timina, adenina uracilo y guanina-citosina los cuales tienen la
habilidad de unir un hidrégeno con otro.

p53. Gen supresor de tumores que arresta a las células anormales en la etapa G1

pellet. Muestra biol6gica que se encuentra en forma compacta (botdn), y que se forma cuando la
muestra ha sido centrifugada.
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