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RESUMEN

La radiacion ionizante (RI) se caracteriza por su capacidad para excitar e ionizar
atomos de la materia con la que interacciona, ya que, al interaccionar directa o
indirectamente con la célula, es capaz de provocar cambios a nivel molecular que
pueden llegar a dafiar su integridad. La Rl es ampliamente utilizada en estudios
radiologicos, por ejemplo, en la mamografia, procedimiento que se usa para
detectar el cancer de mama. La evidencia sugiere que algunos de los métodos
radioldgicos, a largo plazo, inducen al desarrollo de cancer de mama, como un
efecto secundario. La ataxia telangiectasia (AT) es un sindrome de inestabilidad
cromosomica. Los pacientes con AT se caracterizan por una elevada sensibilidad
a la Rl y tienen hasta un 25% de riesgo de desarrollar cancer, entre ellos leucemia
linfocitica aguda, linfomas y cancer de mama. La proteina ataxia telangiectasia
mutada (ATM) participa en el mantenimiento de la estabilidad gendmica, la
reparacion del DNA y el control de puntos de monitoreo del ciclo celular. El
objetivo de este estudio fue evaluar las rupturas de doble cadena (DSB) mediante
la deteccion de y-H2AX y demostrar su utilidad como indicador de
radiosensibilidad a dosis bajas de radiacion ionizante en células normales y
heterocigotas para el gen ATM. Las lineas celulares de linfoblastos
transformados®" con estatus génico normal y heterocigotas para el gen ATM, se
expusieron a dosis bajas unicas y repetidas de RI (25, 50 y 100 mGy, 3 veces, una
cada 24 horas). La citotoxicidad se evalué mediante la doble tincion con anexina V
y 7-amino actinomicina D (7-AAD). El efecto genotoxico se analizé mediante la
induccion de micronucleos y por la formacion de DSB en el DNA, evidenciadas por
v-H2AX, y el aumento de los niveles de la proteina p53 como marcador de estrés
celular. Se encontré que las dosis bajas de IR no son citotoxicas. Los parametros
de genotoxicidad se observaron aumentados unicamente bajo el esquema de
dosis repetidas; especificamente, la frecuencia de micronucleos con la dosis de
100 mGy, en ambas lineas celulares y los puentes nucleoplasmicos a partir de la
dosis de 50 mGy, en la linea celular heterocigota para el gen ATM. Ademas, las

dosis bajas de RI, no generaron apoptosis, ni necrosis y no alteraron la
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proliferacion celular. No se encontraron cambios en la proteina y-H2AX, aunque,
se observd un aumento en los niveles de la proteina p53 en las células
heterocigotas para el gen ATM, con un esquema de dosis repetidas. Bajo nuestras
condiciones experimentales, las dosis bajas de Rl no fueron de relevancia
bioldgica, ya que no se detectaron DSB mediante la fosforilacion de la proteina
H2AX. Sin embargo, las células heterocigas para el gen ATM mostraron mas
sensibilidad a los efectos genotoxicos de la Rl con dosis repetidas, sugiriendo un
potencial riesgo para las personas con este estatus génico que se exponen a RI,

de desarrollar diversos tipos de cancer.



ABSTRACT

lonizing radiation (IR) is characterized by its ability to excite and ionize atoms of
the matter with which it interacts. When IR interacts directly or indirectly into the
cell, it is able to produce alterations at the molecular level, damaging its integrity.
The IR is widely used in radiological studies, e.g. mammography procedure; which
is used to detect breast cancer. There is evidence that some of the radiological
methods are able to induce breast cancer development, as a secondary side
effect. Ataxia telangiectasia (AT) is a chromosomal instability syndrome. AT
patients are characterized by a high sensitivity to IR and an increased risk of
developing various types of cancers until 25%, such as acute lymphocytic
leukemia, lymphoma, and breast cancer. Ataxia telangiectasia mutated protein
(ATM) is involved in maintaining genomic stability, DNA repair and checkpoints of
the cell cycle. The aim of this study was to evaluate the double strand breaks
(DSB) by y-H2AX protein measuring and to demonstrate their potential as a marker
of radiosensitivity by low doses of IR in normal and heterozygous ATM gene cells.
EBV-transformed lymphoblasts cell lines with normal and heterozygous ATM gene
cells, were exposed to single and repeated low doses of Rl (25, 50 and 100 mGy,
3 times, one each 24 hours). Cytotoxicity was evaluated by double staining with
annexin V and 7-aminoactinomycin D (7-AAD). The genotoxic effect was analyzed
by micronucleus induction, and DSB of DNA formation evidenced by y-H2AX and
the increase of p53 protein levels as a cellular stress marker. The results showed
that low doses of IR were non-cytotoxic. Genotoxicity parameters were risen with
repeated doses, particularly, micronuclei frequency in both cell lines with 100 mGy
dose and nucleoplasmic bridges in heterozygous ATM gene cells from the 50 mGy
dose. In addition, low doses did not induce cell death by apoptosis or necrosis and
did not alter cell proliferation. We did not found changes in y-H2AX protein,
although, a p53 protein levels increment was observed in the heterozygous ATM
gene cells under doses repeated treatment. Under our experimental conditions,
low doses of IR have not biological relevance, since DSB were not detected by

H2AX phosphorylation. However, heterozygous ATM gene cells showed more



sensitivity to genotoxicity effects using repeatedly low doses of IR, suggesting that
could be a risk condition of cancer for people with this genetic status.
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. INTRODUCCION

1) Radiacion ionizante

La radiacion es energia en movimiento que puede ser transportada tanto por
ondas electromagnéticas como por particulas. La radiacion ionizante (RIl), se
caracteriza por la habilidad para ionizar y/o excitar atomos de la materia con la que
interactuan (Attix,1986; Harley, 2008).

La RI se clasifica como:
Directamente ionizante: Son particulas cargadas, las cuales liberan su energia
directamente en la materia, a través de muchas interacciones en un espacio

pequefio, por fuerza Coloumbiana a lo largo de su trayectoria.

Indirectamente ionizante: Son los rayos X, Rayos gamma (y) o neutrones, los
cuales primero transfieren su energia a particulas cargadas de la materia
mediante relativamente pocas interacciones, pero en un gran espacio. El resultado

son particulas cargadas que en su momento liberan energia al medio (Attix, 1986).

Existen fuentes naturales y artificiales de radiacion. Los rayos cosmicos e isotopos
radiactivos como el radon, constituyen las principales fuentes naturales de

radiacion a las que los seres vivos se encuentran expuestos.

La radiacion artificial se obtiene mediante equipos como los usados en las
actividades terapéuticas: Tubos de rayos X y aceleradores lineales de
radioterapia; y de diagndstico: estudios de imagenologia (radiografias vy
tomografias) (ATSDR, 1999; IARC, 2012; Hoel, 2013).

a) Tipos de radiacion ionizante

Los diferentes tipos de Rl son:

——
=
s



Electrones rapidos: Si son de carga positiva, son llamados positrones, si son
emitidos por un nucleo son referidos como particulas B (positivos o negativos) y si
son el resultado de colisiones entre particulas cargadas son referidos como rayos
5 (Attix, 1986).

Particulas B: son emitidas por nucleos radiactivos cuando se transforman. Son
electrones cuando poseen carga eléctrica negativa (B’) y positrones cuando su
carga eléctrica es positiva (B*). Son mucho mas ligeras y penetrantes que las
particulas alfa. Su poder de penetracion en una muestra determinada, depende
de su energia, la cual, si es suficiente, pueden atravesar algunos centimetros
del tejido. Cuando la particula B~ interactua con el tejido y deposita toda su
energia cinética (un electrén), se anula su capacidad de producir un dafio al
organismo. Por otro lado, la particula B* es antimateria y cuando se une con su
antiparticula (el electron) se forma un par electron/positron, que es
transformado en un par de rayos y llamados radiacion de aniquilacion, que
pueden interactuar con otras moléculas en el cuerpo (ATSDR, 1999).

Particulas cargadas pesadas (PCP): Por lo general, son obtenidas por la
aceleracion de atomos pesados (>He) mediante campos eléctricos en ciclotrones y
aceleradores lineales del tipo Van de Graaff (Attix, 1986). Algunos ejemplos son:
los protones, particulas alfa, iones de atomos, entre otros.

Neutrones: Particulas neutras obtenidas de reacciones nucleares (por €j. la fision
nuclear) (Attix, 1986).

Rayos gamma (y): Son fotones (radiacion electromagnética) emitidos en
decaimientos nucleares y en la aniquilacion de la materia con la antimateria. Por
ser fotones, los rayos y no poseen carga ni masa. Se movilizan a una distancia
tanto mas larga que las particulas cargadas antes de interaccionar con la materia,
es decir, son mas penetrantes (Attix, 1986).

Rayos X: Son fotones emitidos cuando los electrones cambian entre los niveles
energéticos del atomo (rayos X caracteristicos) o cuando electrones se
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desaceleran al interaccionar dentro del campo de Coulomb del nucleo atémico
(rayos X de frenado o bremsstrahlung). Cabe mencionar que un foton de rayos X'y
uno de rayos y con la misma energia cuantica, tienen propiedades idénticas y solo
se diferencian por su origen (Attix, 1986).

b) Dosis bajas de radiacion ionizante

Para el afio de 1994, El Comité Cientifico de las Naciones Unidas para el Estudio
de las Radiaciones Atémicas (UNSCEAR), defini6 como dosis bajas de radiacion
de baja transferencia de energia lineal (LET), a las dosis de 200 mGy o menos.

En radiobiologia, una dosis baja y una tasa de dosis baja, se refieren a la
exposicidn en la que resulta muy improbable que ocurra mas de un caso de
absorcion de energia de la radiacion en la célula (Gonzalez, 1994; UNSCEAR,
1994). Mientras que las dosis altas de Rl producen dafios clinicamente
detectables.

La incidencia del cancer asociada con la exposicion a RI, se ha obtenido a partir
de estudios realizados con sobrevivientes de las bombas atdmicas, grupos
expuestos a radiaciones en el entorno laboral o personas que reciben tratamientos
meédicos. En lo que se refiere a los efectos de la exposicion a tasas de dosis bajas,
se han mostrado datos controversiales. Por ejemplo, algunos de los estudios
sobre exposiciones ocupacionales han revelado un riesgo significativo de leucemia
en los trabajadores expuestos, lo que esta de acuerdo con las estimaciones
derivadas de estudios relativos a tasas de dosis altas, pero con otros estudios no
se ha podido demostrar una correlacion positiva (Gonzalez, 1994).

Actualmente se reconocen las limitaciones de la potencia estadistica de los
analisis epidemioldgicos y de la interpolacion de la relacion dosis-respuesta, lo que
ha llevado a un nuevo planteamiento para definir una dosis baja de RI como <100
mGy (UNSCEAR, 2012). Es evidente que las consecuencias de la exposicion a
dosis bajas de RI requieren ser estudiadas con mas profundidad.
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2) Efectos de la exposicidn a radiacion ionizante

Durante la exposicion de un sistema biolégico a R, ésta atraviesa a la célula
ionizando al azar atomos y biomoléculas (agua, DNA, proteinas, lipidos) que dan
lugar a iones y radicales libres que rompen los enlaces quimicos provocando
cambios moleculares dafiinos para la misma (dafio al DNA, lipoperaxidacion,
entrecruzamiento DNA-DNA y DNA-proteinas) (ATSDR,1999; Harley, 2008; Jeggo
y Lavin, 2009).

Una alta dosis a cuerpo completo de radiacion ionizante (>1 Gy) produce un dafio
de tipo agudo y cronico. Dentro de los efectos agudos se encuentran: irritacion y
descamacion de la piel, incluso dermatitis severa, e hinchazén de extremidades y
dedos. Mientras que dentro de los efectos crénicos que ocasiona una alta dosis se
encuentran: carcinomas y defectos congénitos, esto ultimo si la exposicion fue
durante la gestacion. Los efectos mas comunes y clinicamente visibles son: dafo
al sistema gastrointestinal (deshidratacion, diarrea, infeccion, choque séptico),
dafio al sistema hematopoyético (apoptosis de células madre endoteliales
microvasculares), dafio cerebral y la muerte (Jeggo y Lavin, 2009).

Actualmente, un gran porcentaje de los diferentes tipos de tumores pueden ser
detectados por estudios de imagen como la mastografia, ultrasonido y resonancia
magneética y son tratados con medicina nuclear, radioterapia, quimioterapia o
combinaciones de las anteriores, especialmente si se detectan en una fase
temprana (Arce et al., 2011; OMS, 2015).

Aunque los datos son escasos, existe evidencia que tratamientos de radioterapia o
medicina nuclear, en los cuales (por la complejidad de su planeacion) el tejido
sano recibe dosis altas de RI, que conllevan al individuo a un cancer radioinducido
a mediano o largo plazo (Drooger et al., 2015).

El riesgo de la induccion de cancer de mama por radiacion, aumenta cuando se da
el monitoreo radiografico continuo y cuando se expone a la persona desde edades

tempranas (<40 afios). Ademas, comparado con los canceres de mama

( L
\ 4 )



esporadicos, se presentan con un peor pronostico (Preston et al., 2007; Drooger et
al.,, 2015). El riesgo de desarrollar un cancer de mama radioinducido puede
aumentar cuando se poseen factores de susceptibilidad, tales como mutaciones
en genes encargados de la reparacion de rupturas de doble cadena (DSB), por
ejemplo: el gen de ataxia telangiectasia mutado (ATM) y los genes asociados a
cancer de mama BRCA1 y BRCAZ2 (Chun y Gatti, 2004; Drooger et al., 2015).

a) Efectos bioldgicos de la exposicion a radiacion ionizante
Los efectos que la Rl provoca en la célula, se clasifican como directos e indirectos

(Jeggo y Lavin, 2009) (Figura 1).

El DNA es una de las biomoléculas que es afectada por la RI, ya que al tener una
gran densidad electronica, es susceptible a rupturas y modificaciones en su

estructura.

Efectos de la Rl en el DNA

Radiacion

Radiacién

-

=

’ X ® ‘)

Figura 1. Representacion del efecto directo e indirecto provocado por la radiacion
ionizante sobre el DNA (Modificado de Montoro, 2014).
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Efecto directo

El efecto directo se observa cuando la radiacion ioniza directamente a la molécula
del DNA causando rupturas de cadena simple (SSB) y DSB. Los electrones
pareados de enlaces se excitan, por lo que se separan y rompen el enlace, este
tipo de dano representa el 30% del dafo total a la célula que se induce por
radiacion. Es importante resaltar que se ha comprobado que las células que se
encuentran en la fase tardia S/G2 de su ciclo celular son radioresistentes,
probablemente debido a la doble cantidad de DNA que poseen en ese momento
(Jeggo y Lavin, 2009).

Efecto indirecto

Los efectos indirectos son mediados por las especies reactivas de oxigeno (ROS)
generadas por ionizacion del agua, generando radicales libres. También son
mediados por la ionizacion de algunas macromoléculas, como proteinas y lipidos
de membrana, que como consecuencia, generan radicales libres y pueden
provocar SSB o DSB en el DNA y entrecruzamientos DNA-proteinas. Estos
efectos indirectos representan el restante 70% del dafio total a la célula (Figura 1)
(Jeggo y Lavin, 2009).

Los efectos indirectos también se extienden a las células vecinas, a esto se le
conoce como efecto ‘bystander’, debido a que las células dafiadas liberan factores
solubles senalizadores que se difunden y llegan a otras células o bien, mediante
uniones de comunicacion intercelular. Si bien éste podria ser un mecanismo de
dafo a células no afectadas por la radiacion, también se conoce que puede ser
protector ya que se inducen los mecanismos de reparacion (Koturbash et al.,
2006).

La célula al verse afectada por las multiples causas antes mencionadas, promueve
una serie de acciones para reparar y contrarrestar la mayor parte de los efectos

que se generaron por la exposicion a RI.
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3) Genes y proteinas involucradas en mantener la integridad del DNA

Los rompimientos de doble cadena son la forma mas citotoxica de dafo al DNA.
Estos pueden ser generados no solo por RI, sino también por el estrés celular y
por la accion de radiomiméticos como el antibiotico bleomicina o estreptonigrina
(Povirk, 1996; Kan y Zhang, 2015). La importancia de los rompimientos de doble
cadena en el DNA, radica en el hecho de que los defectos en la respuesta al dafio
al DNA y en la reparacién se encuentran estrechamente vinculados con el
desarrollo de cancer debido a la pérdida de estabilidad genomica (Kan y Zhang,
2015).

Las células eucariotas han desarrollado un sofisticado sistema regulador de la
respuesta a dafo al DNA (DDR), compuesto de una serie de proteinas que
contribuyen a la deteccion y reparacion de estas lesiones de manera eficiente, las
que incluyen la activacion de la reparacion directa, los puntos de control del ciclo
celular, la alteracidn de la transcripcion, y en algunos tipos de células, la induccién
de la muerte celular por apoptosis (Kan y Zhang, 2015). Algunas de las proteinas
que conforman el sistema de DDR son ATM, H2AX y p53.

a) Elgen ATM

El gen ATM, cuyo producto es la proteina cinasa ATM, desempefia un papel
importante en la reparacion del dafio al DNA a través de la regulacion del ciclo
celular. Es un gen de ~150 kb que se encuentra en el cromosoma humano 11 en
la regién q22-23 e incluye 69 exones de los cuales 65 son codificantes (Savitsky et
al., 1995; Bernstein et al., 2017).

Las mutaciones en el gen ATM causan la enfermedad autosomica recesiva ataxia
telangiectasia (AT) (Savitsky et al., 1995). En pacientes con AT, se han reportado
mas de 1345 mutaciones en el gen ATM, de las cuales mas del 85% genera la
proteina trunca (Bernstein et al., 2017). La AT es una enfermedad rara, con una
frecuencia aproximada de 1/40,000-100,000 (Clouaire et al., 2017). Sin embargo,
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los portadores heterocigotos presentan una frecuencia de aproximadamente 0.5-
1/100 individuos (Ahmed y Rahman, 2006). Aunque la enfermedad AT es recesiva,
los estudios epidemioldgicos han sugerido que los AT portadores, tienen una
menor esperanza de vida y hasta un 25% de probabilidades de padecer cancer,
como por ejemplo leucemia linfocitica aguda, linfomas, cancer de mama, entre
otros. Algunos estudios han revelado que las personas con AT presentan una
mayor radiosensibilidad, sugiriendo que se debe a que las células no pueden
detectar el dafio y no a defectos en la capacidad de reparar las DSB en el DNA o
por el excesivo dafo en el mismo (Swift et al., 1987, 1991; Athma et al., 1996;
Broeks et al., 2000; Lavin et al., 2004).

De algunos estudios se ha estimado que los portadores de AT tienen cinco veces
mayor riesgo de desarrollar cancer de mama, en comparacion con los individuos
sin esta mutacion. De los pacientes con cancer de mama, se atribuye a los
heterdcigos para el gen AT, un 8-18% (Swift et al., 1976; Watts et al., 2002).

Inmediatamente después de la induccion de rompimientos de doble cadena del
DNA, la proteina ATM puede actuar como reclutador de proteinas adicionales, asi
como de andamiaje para que se ensamblen los complejos activos (Harper y
Elledge, 2007) (Figura 2). En el sitio de la ruptura, la proteina ATM, activa
mediante fosforilacion a la histona H2AX en el extremo amino terminal de la serina
139, dando lugar a la forma y-H2AX. De hecho, la proteina y-H2AX se ha utilizado
ampliamente no sélo como un marcador de dafno al DNA, sino también como un
indicador de la eficacia de la reparacion después de dafio en el DNA
(Gemenetzidis et al., 2015).
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Via de sefalizacion de la proteina ATM

Ruptura de doble cadena

A B
P »5(\ Py &™)
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Figura 2. Via de senalizacion de la proteina ATM, por ruptura de doble cadena. A) Se
produce una DSB, B) La proteina ATM se encuentra como un complejo dimérico inactivo
que, en respuesta al dafo del DNA, se autofosforila en la serina 1981 y da lugar a un
monomero activo. C) Lo anterior da lugar a la fosforilacion de la histona H2AX y sirve de
plataforma para el reclutamiento de otras proteinas de reparacién. El complejo MRN
localiza la lesién del DNA, junto con BRCA1. D) El ensamblaje de este complejo facilita la
co-localizacién de ATM activo junto con otros factores, incluyendo MDC1/NFBD1 y
53BP1. Las proteinas BRCA1, MDC1 y 53BP1 también son fosforiladas de una forma
dependiente de ATM. El montaje de este complejo multiprotéico facilita la respuesta
celular ante una DSB. ATM: mutado en ataxia telangiectasia, DSB: ruptura de doble cadena,
DNA: acido desoxirribonucleico, MRN: complejo MRE11-RAD50-NBS1, MRE11: proteina de
recombinacién meidtica, RAD50: proteina de reparacion del DNA RAD50, NBS1: proteina del
sindrome de ruptura de Nijmegen, BRCA1: proteina de cancer de mama 1, MDC1: proteina
mediadora del punto de control de dafio al DNA1, NFBD1: factor nuclear con dominios BRCT,
53BP1: proteina de unién a p53-1 (Modificado de McKinnon, 2004).




b) La proteina H2AX

La proteina H2AX es un miembro de la familia de la histona H2A, una de las cinco
familias de las histonas que empaquetan y organizan el DNA eucariota en la
cromatina. La subunidad basica de la cromatina, el nucleosoma, consiste en un
nucleo de ocho proteinas, dos de cada una de las familias de H2A, H2B, H3 y H4,
que son rodeadas con aproximadamente 147 pb de DNA, y una quinta histona de
la familia de las H1 (Figura 3). Esta Gltima actia como un puente enlazador de
DNA entre los nucleosomas (Bonner, 2008).

La variante H2AX constituye del 10-15% del total de H2A y difiere de H2A debido
a una region extendida en el C-terminal de la proteina. La proteina y-H2AX se
localiza en la cromatina que flanquea un rompimiento de doble cadena,
provocando la movilizacion de las proteinas de sefalizacion que llevan a cabo la
reparacion del dafio hacia ese sitio. Por lo anterior, se asume que la eficiencia de
los mecanismos de reparacion esta comprometida cuando la funcionalidad de
H2AX se encuentra afectada (Bassal y EI-Osta, 2005; Watters et al., 2009;
Gemenetzidis et al., 2015).

Durante los 30 minutos posteriores a la formacion de la DSB, se activa una
proteina H2AX (y-H2AX) alrededor del sitio de cada ruptura creando un llamado
foci, sitio en el que adicionalmente, se acumulan las proteinas responsables de la
reparacion del DNA y la remodelacion de la cromatina. Esta amplificacion se
extiende varios pares de megabases desde el sitio del rompimiento, lo cual en la
practica hace posible su deteccion y visualizacion indirecta con un anticuerpo que

reconoce a la proteina y-H2AX (Bonner, 2008; Jeggo y Lavin, 2009).
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Localizacion de H2AX en el nucleosoma

YH2AX

Y
Watit:
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H1  Nucleo octamérico
de histonas

~10 000 pb DNA

Nucleosoma

Figura 3. Modelo representativo de la organizacidn de las histonas en el nucleosoma.
(Modificado de Bonner et al., 2008).

c) La proteina p53

La proteina p53 desempefia un papel importante en la regulacién del destino de la
célula, en respuesta a diferentes tipos de estrés, ya sea genotoxicos (dano al DNA
inducido por radiacién ionizante, radiaciéon UV, agentes carcindgenos o citotoxicos)
o0 no genotoxicos (hipoxia, carencia de nucleotidos, activacion de oncogenes,
perturbacion de los microtubulos o pérdida de comunicacion normal de la célula).
Esta proteina es codificada por el gen TP53 localizado en el cromosoma humano
17 en la regidn p13, éste contiene 11 exones y se extiende a 20 kb (Lacroix et al.,
2006).

La proteina p53 puede ser considerada como enlace con las sefiales de estrés, ya
que es un factor de transcripcidon. Esta proteina ejerce su accidén antiproliferativa
mediante la induccidén de apoptosis o la detencion reversible o irreversible del ciclo
celular; también optimiza la reparacion del DNA e inhibe la angiogénesis. La

funcién de p53 esta frecuentemente alterada durante el cancer. Se ha visto que
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cuando hay pérdida de la actividad de p53, se interrumpe la apoptosis y se acelera
la aparicion de tumores (Lacroix et al., 20006).

En células normales y no expuestas a estrés, el nivel y la actividad de p53 es muy
baja. En respuesta al estrés celular que involucra dafio en el DNA, la proteina p53
se activa mediante una serie de modificaciones postraduccionales y se estabiliza
(Lacroix et al., 2006). El primer evento en la via de activacion de p53 es a través
de ATM que no permite la interaccion de p53 con sus reguladores negativos
(MDM2 o MDM4) (Menon y Povirk, 2014). Asi como también, si el dafio al DNA es
por DSB causadas por Rl o agentes radiomiméticos, la proteina ATM se activa y
fosforila diversos blancos moleculares, entre ellos a la proteina p53 (Sancar et al.,
2004).

La funcionalidad de p53 depende de su integridad génica y de las modificaciones
postraduccionales que se inducen ante la activacién de las vias de senalizacion

por estrés celular (Lacroix et al., 2006).

d) Respuestas celulares inducidas por radiacion ionizante

Posterior a la exposicion a RI, se inducen una serie de respuestas celulares para
la deteccion y reparacion del dafio. Como se menciond, un importante regulador
de la respuesta al dafio al DNA, es la fosforilacion de H2AX (Paull et al., 2000).
Esta fosforilacion se lleva a cabo a través de la proteina ATM que detecta de
manera eficiente las DSB en el DNA. La proteina y-H2AX es fosforilada por las
cinasas ATM, Rad3, ATR, y DNA-PK, dependiendo del tipo de estrés al que esté
expuesto la célula (Sancar et al., 2004). El mecanismo que contribuye a la
deteccion rapida del dafo, es la actividad de la proteina ATM, que se asocia a las
regiones del DNA que flanquean las rupturas, donde es autofosforilado para su
activacidon. Adicionalmente, un conjunto de proteinas mediadoras como, la
proteina mediadora del punto de control de dafio al DNA1 (MDC1), la proteina de
unién a p53-1 (53BP1), BRCA1 y el complejo Mre11/Rad50/NBS1 (MRN), que
activan y retienen a ATM en el sitio de la ruptura. Existe evidencia que el complejo
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MRN es uno de los sensores principales para detectar DSB (Jeggo y Lavin, 2009).
Sin embargo, para que el mecanismo se lleve a cabo, es necesario que el factor
53BP1 reconozca a las histonas modificadas en el sitio de la DSB, de tal manera
que se acumula donde ocurrio la ruptura que gener¢ la fosforilacién de la histona
(Jeggo y Lavin, 2009; Hu et al., 2012; lvashkevich et al., 2012).

El papel de la forma fosforilada de la histona H2AX en la reparacién del DNA esta
en discusion, pero se sabe que esta modificaciéon permite que el DNA esté menos
condensado, dejando espacio para el reclutamiento de las proteinas necesarias
para la reparacion de los rompimientos de doble cadena del DNA.

El punto de control del ciclo celular dependiente de ATM ocurre durante las fases
G1/S y G2/M temprana. Esta se activa a dosis bajas de Rl y conforme aumenta la
dosis, continua el arresto, lo que da mas tiempo para su reparacion antes de la
progresion en la fase S y de la mitosis y por lo tanto una mayor supervivencia
celular (Jeggo y Lavin, 2009).

Los efectos producidos por la Rl de manera directa, pueden resolverse a través de
la reparacion y activacion de eventos de transduccion de sefales, para la
detencion de los puntos de control del ciclo celular y el inicio de la apoptosis.

El mecanismo principal de reparacion de las DSB en el DNA en la fase GO y G1
del ciclo celular, es la recombinacion por union de extremos no homologos
(NHEJ), en la que participan las proteinas: Ku70, Ku80, DNA-PKcs, XRCC4, XLF,
DNA ligasa |V, polinuclettido cinasa, polimerasas py y € y la endonucleasa
Artemisa, y durante la fase tardia S y G2 la recombinacién homédloga es la via
responsable de la reparacion del dafio anteriormente mencionado (Sudprasert et
al., 2006; Jeggo y Lavin, 2009) (Figura 4).
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Participacion de proteinas en respuesta al dafio al DNA
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Figura 4. Activacion de blancos celulares y sus consecuencias por DSB en el DNA. A)
DSB, B) Activacién de ATM, C) Arresto del ciclo celular, D) Activacion de BRCA1, E)
Activacion de los mecanismos de reparacién, F) Fosforilacion de H2AX por ATM, que
desempefia un papel en el reconocimiento del dafio y promueve la reparacién de DSB y la
sefalizacion para reclutar proteinas al sitio dafiado, G) Apoptosis. NHEJ: Reparacion por
extremos no homodlogo (Adaptado de Alarcon-Vargas, and Ronai, 2002; Bakkenist y
Kastan, 2003 y de Bassal y EI-Osta, 2005).

Los dafios que se generan de manera indirecta se contrarrestan principalmente
por la accion de enzimas antioxidantes. Estas pueden actuar atrapando diversas
especies reactivas, algunas de ellas son: la superoxido dismutasa, que dismuta el
ion superéxido y genera peroxido de hidrogeno (H20.); catalasa y glutation
peroxidasa, que ambas convierten el H,O2, en H,O y en oxigeno (O2) y un
antioxidante no enzimatico, el tripéptido glutation que reduce al <OH.
Adicionalmente, algunos antioxidantes de bajo peso molecular como lo son
tiorredoxina y metalotioneina ayudan en la captura de H;O, y de <OH,

respectivamente.
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Como efectos secundarios de los radicales libres se pueden generar rompimientos
de cadena sencilla y sitios apurinicos/apirimidinicos en el DNA que se reparan
mediante una DNA ligasa o mediante los sistemas de reparacion por escision de
bases (BER), mediante endonucleasas AP o DNA (glicosilasas o mediante
reparacion por escision de nucleotidos (NER) (Sudprasert et al., 2006; Haton et al.,
2007; Hirayama et al., 2013).
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Il. JUSTIFICACION

Los pacientes con la enfermedad de ataxia telangiectasia tienen una elevada
sensibilidad a la radiacion ionizante y un mayor riesgo de desarrollar varios tipos
de cancer, entre ellos el cancer de mama. Se ha determinado que el 18% de los
portadores heterocigos de mutaciones en el gen ATM, son susceptibles de
presentar este tipo de cancer. Dado que se ha propuesto que los estudios
radiograficos de prevencion podrian ser un factor de riesgo para desarrollar cancer
de mama en los portadores, resulta importante validar el uso de marcadores de
radiosensibilidad para detectar personas sensibles a los efectos de dosis bajas de
radiacion ionizante. Un modelo experimental para investigar estos aspectos lo
constituye la linea celular ATM que presenta de manera heterocigota el alelo
asociado a ataxia telangiectasia.

. HIPOTESIS

Las células heterocigotas para el gen ATM seran mas susceptibles a tener
rupturas de doble cadena en el DNA por dosis bajas de radiacion ionizante.

IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las rupturas de doble cadena mediante la deteccion de y-H2AX y
demostrar su utilidad como indicador de radiosensibilidad a dosis bajas de
radiacion ionizante en células normales y heterocigotas para el gen ATM.

1) Objetivos especificos
o Evaluar la citotoxicidad, genotoxicidad y la induccién de apoptosis en celulas

normales y heterocigotas para el gen ATM ante la exposicion a dosis bajas de

radiacion ionizante.
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@)

Determinar la correlacidon entre la genotoxicidad inducida por dosis bajas de

radiacion ionizante y el genotipo de la linea celular.

Evaluar la fosforilacion de H2AX como indicador de rupturas de doble cadena,
inducidas por dosis bajas de radiacion ionizante en celulas normales y

heterocigotas para el gen ATM.

Evaluar la induccion de la proteina p53 como indicador de estrés celular por
dosis bajas de radiacién ionizante en celulas normales y heterocigotas para el
gen ATM.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1) Reactivos

Anticuerpos: y-H2AX marca Millipore (Temecula, CA, USA); Alexa Fluor 488
conejo anti-cabra marca Invitrogen (Eugene, OR, USA); Alexa Fluor 488 cabra
anti-conejo marca Invitrogen (Eugene, OR, USA); p53 (DO-1) marca Santa Cruz
Biotechnology (OR, USA). Reactivos: 7-amino actinomicina D (7-AAD) marca BD
Biosciences (San Diego, CA, USA); Aceite de inmersion marca Golden Bell
(Zapopan, Jalisco, México); Acido acético marca J.T. Baker (Edo. de México,
México); Albumina Sérica Bovina marca Santa Cruz Biotechnology (Dallas TX,
USA); Amortiguador Guava 10X marca Guava Technologies, Inc. (Hayward, CA,
USA); Anexina V marca BD Pharmingen™ (San Diego, CA, USA); Antibidticos y
antimicéticos marca Gibco (Grand Island, NY, USA); Bleomicina marca Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA); Citocalasina-B marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA); Cloruro de Potasio (KCl) marca J.T. Baker (Edo. de México, México);
Cloruro de Sodio (NaCl) marca Merck Millipore (Billerica, MA, USA); Fosfato de
Potasio monobasico (KH,PO4) marca J.T. Baker (Edo. de Meéxico, México);
Fosfato de Sodio dibasico (NapHPO,4) J.T. Baker (Edo. de México, México); Kit
Hemacolor marca Merck Millipore (Billerica, MA, USA); L-glutamina marca Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, USA); Medio de cultivo RPMI-1640 marca Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA); Metanol marca J.T. Baker (Edo. de México, México); Perm
Buffer Ill marca BD Phosflow™ (San Diego, CA, USA); p-formaldehido marca
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); Suero Fetal Bovino (SFB) marca Gibco
(Grand Island, NY, USA).

2) Caracteristicas de las lineas celulares

Las lineas celulares de linfoblastos transformados con virus de Epstein-Barr se
adquirieron del banco de lineas celulares del Instituto Coriell (USA). Todas las
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lineas adquiridas son provenientes de mujeres, con las caracteristicas descritas en
la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas.

i Nombre de . Caracteristicas de
Linea celular ) L Mutacion )
identificacion la paciente

Mujer caucasica de

Normal ND05338
52 afios, sana’
Mujer caucasica de
Heterociga para 8266A>T en el gen 36 afios,
GM03188
el gen ATM ATM fenotipicamente

normal

Coriell Institute, 2015.
3) Cultivos celulares

Las lineas celulares descritas anteriormente, se propagaron en medio de cultivo
RPMI-1640 suplementado (15% SFB, 1% antibioticos y antimicoticos y 1% de L-
glutamina) y se incubaron a 37°C en atmoésfera de 5% de CO,, una vez que
formaron grumos macroscopicos se procedié al conteo celular en citobmetro de
flujo (ATTUNE, Applied Biosystem).

a) Exposicién de las células a radiacion ionizante
Para la exposicion a dosis bajas de Rl se utilizd6 un irradiador disefiado por el

Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM, cuya fuente radiactiva es *°Sr/*°Y,

que emite particulas beta. Las dosis que se usaron fueron 0, 25, 50 y 100 mGy

La linea celular proviene de de una persona neurolégicamente normal. Se le realizé una entrevista detallada para obtener
su historia clinica, y refiri6 no tener ningun familiar en primer grado con esclerosis lateral amiotréfica, ataxia, autismo,
aneurisma cerebral, distonia, enfermedad de Parkinson ni esquizofrenia.
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(=7, =15 y =30 min, respectivamente), incluido un control positivo de bleomicina (5
y 25 uM). Se colocaron 1x10° células en 150 pL de medio de cultivo RPMI-1640
no suplementado a temperatura ambiente en el irradiador y se impartié la dosis
correspondiente. Posteriormente, se centrifugaron a 1258 g durante 5 minutos
para descartar el sobrenadante y se resuspendieron en 1500 yL de medio de
cultivo RPMI-1640 suplementado. Las células irradiadas se colocaron en
incubacion durante 1 y 24 horas cada dosis, para el ensayo de citoxicidad y para
expresion de proteinas; y 24 horas para el ensayo de MN. Debido a que el
monitoreo de las personas que acuden a realizarse una mamografia es periodico y
no solo se realizan el procedimiento una vez, se llevé a cabo la evaluacion de los
parametros anteriores en dosis repetidas (25, 50 y 100 mGy, 3 veces, una cada 24

horas).

Linea de tiempo

Dosis unicas

24 horas
(post-irradiacion)

1 hora
(post-irradiacion)

Cultivo
Irradiacion . .
) o Citotoxicidad o Citotoxicidad
0 mGy - 0 min o Proteina y-H2AX o Micronucleos
25 mGy - ~7 min o Proteina p53 o Proteina y-H2AX
50 mGy - 15 min o Proteina p53
100 mGy - ~30 min
Dosis repetidas
0 horas 24 horas 48 horas
(Dia 1) (Dia 2) (Dia 3)
Cultivo
Irradiacion Irradiacion Irradiacion , .
_ o Citotoxicidad
0 mGy - 0 min 0 mGy - 0 min 0 mGy - 0 min o Micronucleos
25 mGy - ~7 min 25 mGy - ~7 min 25 mGy - ~7 min o Proteina y-H2AX
50 mGy - 15 min 50 mGy - =15 min 50 mGy - =15 min o Proteina p53
100 mGy - =30 min 100 mGy - <30 min 100 mGy - <30 min
( ]
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b) Calculo de la dosis por decaimiento radiactivo

En el mes de abril de 2008, Villegas (2009) calculdé que la tasa de dosis de la
fuente de *°Sr/°Y utilizada en este trabajo, a una distancia de 2.5 cm de la
muestra, fue de 3.78 mGy+4%/min. De este modo, la tasa de dosis al tiempo t
transcurrido (en meses) desde abril de 2008 hasta el momento del experimento,

ajustada por decaimiento radiactivo, esta dada por la Ecuacién 1.1.

D (t) =D (abril de 2008) exp .
2

—fn(2)- t] Ec.1.

Donde:
D = Tasa de dosis

t15= vida media de la fuente de *°Sr/*®Y= 28.7 afios= 344.4 meses
A continuacion se muestra un ejemplo del calculo de la tasa de dosis en uno de
los meses en el que se llevo a cabo el presente trabajo.

Ejempilo:
t = tiempo desde abril de 2008 hasta enero de 2014= 69 meses

—1In(2) - 69 meses _ 3289 mGy + 40,
344.4 meses e min —

. mGy
D (enero 2014) = (3. 78 — >exp
min

Es importante recalcar que para cada mes se realizaba la correccidon de la tasa de
dosis, siguiendo la Ecuacién 1.1.

4) Analisis de la citotoxicidad por citometria de flujo

La citotoxicidad y la apoptosis se evaluaron mediante anexina V para detectar
fosfatidilserina en la membrana externa de las células apoptdticas. Las células
también se marcaron con 7-AAD como un indicador de la integridad estructural de
la membrana. Para la realizacion de la técnica se centrifugaron las células a 1258

g por 5 minutos, se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron en amoriguador
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de anexina [amortiguador guava 1X, anexina V (1:100) y 7-AAD (30 uyL/mL)], se
incubaron las muestras a temperatura ambiente, cubiertas de la luz durante 25
minutos. Se analizaron 10,000 eventos por muestra en citometro de flujo

(ATTUNE, Applied Biosystem) utilizando el software de analisis FlowJo X.

5) Ensayo de micronucleos por bloqueo de citocinesis

El ensayo de micronucleos por bloqueo de citocinesis (CBMN), es de gran utilidad
para determinar la naturaleza clastogénica o aneugénica (capaz de causar
rupturas en el cromosoma, o pérdida de cromosomas completos, respectivamente)
de xenobidticos (Fenech y Morley, 1985; 1986; Watters et al., 2009).

Los micronucleos (MN) son fragmentos de cromosomas o cromosomas completos
que no se incorporaron en el nucleo principal durante la divisién celular (Fenech y
Morley, 1985). Se originan a partir de rompimientos de cromosomas que pueden
ocurrir en la fase G1 o G2 del ciclo celular, debido a rompimientos de doble
cadena del DNA que no fueron reparados exitosamente, por reordenamiento
cromosomico, por cromosomas que sufren rezago anafasico (dafio del huso

mitético) o bien por la inactivacion del centromero (Fenech, 2000).

Con esta técnica también se puede determinar el indice de proliferacion nuclear,
asi como realizar el conteo de células apoptéticas, necroticas, asi como
gemaciones las cuales se han relacionado con amplificaciones de DNA, y puentes
nucleoplasmicos, los cuales representan cromosomas dicéntricos (Fenech, 2002).
Cabe mencionar que la induccién de cromosomas dicéntricos ha sido validada

como biomarcador de exposicion a Rl (Fenech et al., 2011).

Las células expuestas a Rl se mantuvieron en cultivo durante 24 horas en
incubadora a 37°C en atmosfera de 5% de CO,. Se adicion6 al cultivo citocalasina
B (Cyt-B, metabolito aislado del hongo Helminthosporum dematoideum, que inhibe
la polimerizacién de la actina) para inhibir la citocinesis, pero no la cariocinesis,
logrando asi obtener las células binucleadas para realizar la evaluacion de la
frecuencia de MN. Al término del tiempo de cultivo, las células se centrifugaron a
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177 g por 10 min, se pre-fijaron y se lavaron tres veces con metanol-acido acético

3:1, para eliminar restos y detritus celulares.

a) Tincioén de laminillas

Se coloco gota a gota el precipitado del ultimo lavado en portaobjetos con borde
esmerilado. Una vez secas las laminillas, se tifieron con el kit hemacolor (azul de
metileno y eosina) y se realizo el analisis en microscopio optico de campo claro a
100X.

b) Analisis de micronucleos en laminillas

La frecuencia de MN, al igual que el analisis del citoma (Figura 5) (gemaciones,
puentes nucleoplasmicos, apoptosis y necrosis), se determind en 1000 células
binucleadas usando un microscopio optico con el objetivo de 100 X.

Las células que se utilizan para evaluar la frecuencia de MN deben tener las
siguientes caracteristicas:

o Deben ser células binucleadas.

o Los limites de la membrana de la célula binucleada deben de estar intactos y
distinguibles.

o Los dos nucleos en una célula binucleada, deben tener su membrana nuclear
intacta y encontrarse dentro del citoplasma.

o Los dos nucleos en una célula binucleada deben ser del mismo tamafio
aproximadamente, y con una misma tincion, pueden estar cerca pero lo ideal
es que no estén encimados. Una célula con dos traslapes de nucleos puede
considerarse solo si los limites de cada uno de los nucleos son distinguibles
(Fenech et al., 2003).

Los MN son morfologicamente idénticos, pero mas pequefios que los nucleos
principales y deben cumplir con las siguientes caracteristicas:
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o El diametro de un MN en linfocitos humanos por lo general esta entre 1/16 y
1/3 de lo que mide el diametro del nucleo principal.

o Deben tener una forma redonda u ovalada.

o No deben ser refringentes, por lo tanto, son facilmente distinguibles de
particulas de colorante.

o No deben estar unidos ni traslapados al nucleo principal.

o Si se encuentran muy cercanos al nucleo, el limite de los MN debe de ser
distinguible al nucleo principal.

o Deben tener la misma intensidad de tincion que la de los nucleos principales,
aunque en ocasiones pueden ser mas intensos o mas claros (Fenech et al.,
2003).

Las gemaciones son estructuras celulares que se asemejan a un MN, pero no se
clasifica como tal ya que se propone que estos provienen de la eliminacion de
DNA amplificado, y posiblemente, de la eliminacion de los complejos de
reparacion del DNA. Cumplen algunas caracteristicas de los MN, solo que estos
no se encuentran totalmente separados de cualquiera de los nucleos principales
en el que se presente, si no que estan unidos con una delgada franja de material
genético (Fenech et al., 2003).

Los puentes nucleoplasmicos (PN) se pueden observar en las células binucleadas
tras la exposicion a clastégenos y se cree que se originan a partir de
reordenamientos cromosomicos, que el cromosoma tenga mas de un centromero,
por ejemplo, cromosomas dicéntricos, cuyos centromeros se separan a los polos

opuestos de la célula en la anafase. Los PN tienen las siguientes caracteristicas:

o EIPN es un enlace continuo entre los nucleos de una célula binucleada.

o La anchura del PN puede variar considerablemente, pero por lo general no
debe ser superior a la cuarta parte del diametro de los nucleos dentro de la
célula.

o ElI PN debe tener las mismas caracteristicas de tincion de los nucleos
principales.

o Se puede encontrar mas de un PN dentro de una célula binucleada (Fenech et
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al., 2003).

Los criterios que debe cumplir una célula apoptética para considerarse dentro del

conteo, son los siguientes:

o Debe existir condensacion de la cromatina dentro del nucleo y los limites
citoplasmaticos y nucleares deben observarse intactos.

o Se debe observar fragmentacidn nuclear en cuerpos nucleares mas pequefas
dentro de la membrana citoplasmatica intacta.

o Laintensidad de la tincion de los fragmentos nucleares debe ser generalmente
mayor que en las células viables (Fenech et al., 2003).

Las ceélulas necroticas se pueden identificar de la siguiente manera:

o Por la presencia de un citoplasma palido con numerosas vacuolas
(principalmente en el citoplasma y algunas en el nucleo).

o La membrana citoplasmatica se encuentra dafiada y su interior se observa
expuesto al exterior de la célula, la membrana nuclear se aprecia dafiada e
irregular con algunas estructuras nucleares parcialmente intactas, y a menudo,
los materiales nucleares se escapan de los limites nucleares.

o La intensidad de la tincién del nucleo y el citoplasma es generalmente menor

que la observada en las células viables (Fenech et al., 2003).

R 2 A
.*n". -

A) Célula con B) Célula con gemacion C) Célulaen D) Célula en
micronucleo y puente nucleoplasmico apoptosis necrosis

Figura 5. Imagenes representativas de células con: A) Microndcleo, B) Gemacion y
puente nucleoplasmico, C) Apoptosis, D) Necrosis. Imagenes tomadas de experimentos
de éste trabajo de tesis.
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c) Conteo del indice de divisién nuclear

En las mismas laminillas se evalu6 adicionalmente el indice de divisidbn nuclear
(IDN), usando un microscopio optico con el objetivo de 100X. El IDN se basa en la
relacion de células mononucleadas (mono, un solo nucleo), binucleadas (BN, dos
nucleos en la misma célula) y polinucleadas (poli, mas de dos nucleos en la misma
célula) que existen en la laminilla (Figura 6) (Eastmond y Tucker, 1989). El IDN se
conté conforme se encontron las células en toda la laminilla, en un total de 200

células y se calculd con la siguiente férmula:

1(mono) + 2(BN) + 3(poli)

IDN =
200

A) Célula mononucleada B) Célula binucleada C) Célula polinucleada

Figura 6. Imagenes representativas de células: A) Mononucleada, B) Binucleada y C)
Polinucleada. Imagenes tomadas de experimentos de éste trabajo de tesis.

6) Determinacion de la induccién de las proteinas y-H2AX y p53 por
citometria de flujo

a) Permeabilizacién de las células

Una vez que paso el tiempo post irradiacion, las células se centrifugaron a 1817 g
por 5 minutos a 4 °C y se retird el sobrenadante. Se les coloc6 p-formaldeido 1%
durante 10 min a 4 °C como método de fijacion de las células, se centrifugaron
nuevamente bajo las condiciones anteriores y se retiré el sobrenadante. Las
células se separaron en cuatro partes (250, 000 células por anticuerpo, por
duplicado) y se lavaron con amortiguador de fosfato salino (PBS) 1X.
Posteriormente, se les coloc6 el amortiguador permeabilizador perm buffer Il
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durante 30 min a 4 °C, para generar poros en la membrana celular y asi hacerla

permeable a los anticuerpos.

b) Marcaje con anticuerpos y lectura

Posteriormente se incubaron las células con el anticuerpo especifico para y-H2AX
con un factor de dilucién (FD) de 1:1000 y p53 con FD de 1:10 en una solucién de
PBS1X-albumina 0.5%, durante 30 min a 4 °C. Después de la incubacion, se
lavaron con PBS 1X-albumina 0.5% y se centrifugaron a 1817 g durante 5 min a 4
°C para retirar el anticuerpo primario. Posteriormente se incubaron con su
respectivo anticuerpo secundario, anti-lgG de conejo para la proteina y-H2AX) y
ratén para la proteina p53, en una solucién de PBS1X-albumina 0.5%, durante 30
min a 4 °C. Después de la incubacién se lavaron nuevamente con PBS 1X-
albumina 0.5% y se centrifugaron a 1817 g, durante 5 min a 4 °C para retirar el
anticuerpo secundario y se resuspendieron en PBS 1X para realizar la lectura.

Se analizaron 10,000 eventos por muestra en citometro de flujo (ATTUNE, Applied

Biosystem) utilizando el software de analisis FlowJo X.

7) Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con el programa estadistico GraphPad Prism
version 6.0 para Mac (San Diego California, USA), mediante pruebas paramétricas
0 no parametricas de acuerdo a la distribucion de las variables. Se utilizé la prueba
de analisis de varianza de una via y Kruskal-Wallis y las pruebas de comparacion
multiple Dunnett y Dunn, respectivamente. Los valores de p<0.05 obtenidos, se

consideraron como estadisticamente significativos.

27

——
s



VI. RESULTADOS

1) Citotoxicidad

Las dosis bajas de RI no fueron citotdéxicas en dosis unicas (1 y 24 horas) y
repetidas (3 veces, una cada 24 horas) en ninguna de las lineas celulares
utilizadas (normal y ATM") (Figura 7, 8, y 9). Ademas, se corroboré la ausencia
de citotoxicidad con el analisis de la muerte celular por apoptosis (temprana y
tardia), y necrosis, mostrando que dichos parametros no cambiaron con respecto

a las células sin irradiar (graficas no mostradas).

Viabilidad
1 h post-irradiacion
1 Normal
g 1004 —— - ATM+/—
€ 80+
2 |
& 604
S |
‘8 404
g -
e 20+
0
0 50 100 Bleo 5 uM
\
mGy

Figura 7. Ausencia de efecto citotoxico 1 hora después de la exposicion Unica a dosis
bajas de radiacion ionizante, en linfoblastos transformados®™'. Cada barra representa la
media + SEM de tres experimentos independientes. Bleo 5 uM: bleomicina 5.0 uM, ATM":
heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto a las células sin irradiar.
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Viabilidad
24 h post-irradiacion

[ Normal
B ATMY-

100+

80
60
404

20+

% de células viables

0 50 100 Bleo 5 uM

mGy

Figura 8. Ausencia de efecto citotoxico 24 horas después de la exposicion Unica a dosis
bajas de radiacion ionizante, en linfoblastos transformados®™'. Cada barra representa la
media + SEM de tres experimentos independientes. Bleo 5 uM: bleomicina 5.0 uM, ATM":
heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.

Viabilidad
Dosis repetidas

*

‘ ‘ [ Normal

8 1004 - ATM+/-
€ 804 *
S . I
& 604 —
2 -
‘8 404
% -
204
0
0 25 50 100 Bleo 5 uM
\
mGy

Figura 9. Ausencia de efecto citotoxico después de la exposicién repetida a dosis bajas
de radiacion ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en linfoblastos transformados®®.
Cada barra representa la media + SEM de tres experimentos independientes. Bleo 5 yM:
bleomicina 5.0 uM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin

irradiar.
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2) Parametros de genotoxicidad

Para determinar si las dosis bajas de Rl generan dafio permanente/no reparable al
DNA se realizo la técnica de CBMN, con la cual ademas de observar la formacion
de MN, también se pueden determinar otros parametros asociados al dafio
genético. En las Figuras 10-21, se presentan los datos obtenidos a partir de la
determinacion de la frecuencia de MN, gemaciones, puentes nucleoplasmicos,
apoptosis y necrosis, en las lineas celulares estudiadas (normal y ATM™).
También se presenta el indice de divisidbn nuclear, un parametro que permite
estimar la proliferacién celular.

Las células normales y heterocigotas para el gen ATM no presentaron
radiosensibilidad evaluada con la técnica de MN a dosis unicas, sin embargo, si
presentaron un aumento significativo en la frecuencia de MN bajo dosis repetidas,
a partir de la dosis de 100 mGy. Interesantemente, la linea celular heterociga para
el gen ATM presenta una mayor frecuencia basal de MN comparada con las
céulas normales. Esta tendencia se mantuvo con la exposicion a Rl usando dosis
repetidas (Figura 11).

Otros parametros como gemaciones, apoptosis y necrosis se observaron elevados
significativamente de manera basal en las células heterocigas para el gen ATM.

En las células heterocigotas para el gen ATM, se observé un aumento en la
frecuencia de puentes nucleoplasmicos con dosis repetidas de 50 y 100 mGy
(Figura 15). Cabe mencionar que se ha propuesto que una gemacion puede dar
lugar a un MN, asi como también que los puentes nucleoplasmicos son
consecuencia de un cromosoma dicéntrico.

La proliferacién celular medida por el indice de division nuclear no fue alterada en

ninguna de las condiciones (Figuras 20 y 21).
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Frecuencia de micronucleos
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Figura 10. Evaluacidén de la genotoxicidad, 24 horas después de la exposicion unica a
dosis bajas de radiacion ionizante, en linfoblastos transformados®'. Cada barra
representa la media * SEM de tres experimentos independientes. BN: células
binucleadas, Bleo 5 uM: Bleomicina 5.0 uM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05
respecto al control sin irradiar.
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Figura 11. Evaluacion de la genotoxicidad, después de la exposicion repetida a dosis
bajas de radiacién ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en linfoblastos
transformados®™’. Cada barra representa la media + SEM de tres experimentos
independientes. BN: células binucleadas, Bleo 5 pM: Bleomicina 5.0 uM, ATM":
heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.

( L
= 3 )




Gemaciones

601 ] Normal
2 1 a
m 504 -ATM+/
o 1
o
O  40-
hay 1 *
2w T
o) |
g % T
GE, 10' __ o
o 1
o L T T T
0 50 100 Bleo 5 uM
I
mGy

Figura 12. Evaluacion de la frecuencia de gemaciones, 24 horas después de la
exposicion a dosis Unica de radiacion ionizante, en linfoblastos transformados®". Cada
barra representa la media + SEM de tres experimentos independientes. BN: células
binucleadas, Bleo 5 uM: bleomicina 5.0 pM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05
respecto al control sin irradiar.
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Figura 13. Evaluacién de la frecuencia de gemaciones, después de la exposicion repetida
a dosis bajas de radiacién ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en linfoblastos
transformados®™’. Cada barra representa la media + SEM de tres experimentos
independientes. BN: células binucleadas, Bleo 5 pM: Bleomicina 5.0 uM, ATM":
heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.
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Puentes nucleoplasmicos
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Figura 14. Evaluacién de la frecuencia de puentes nucleoplasmicos, 24 horas después de
la exposicién Unica a dosis bajas de radiacion ionizante, en linfoblastos transformados®®".
Cada barra representa la media + SEM de tres experimentos independientes. BN: células
binucleadas, Bleo 5 uM: Bleomicina 5.0 uyM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05

respecto al control sin irradiar.
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Figura 15. Evaluaciéon de la frecuencia de puentes nucleoplasmicos, después de la
exposicion repetida a dosis bajas de radiacion ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en
linfoblastos transformados®™'. Cada barra representa la media + SEM de tres
experimentos independientes. BN: células binucleadas, Bleo 5 yM: Bleomicina 5.0 uM,
ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.
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Figura 16. Evaluacion de muerte celular por apoptosis, 24 horas después de la exposicién
Unica a dosis bajas de radiacién ionizante, en linfoblastos transformados®™". Cada barra
representa la media * SEM de tres experimentos independientes. BN: células
binucleadas, Bleo 5 uM: Bleomicina 5.0 uM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05
respecto al control sin irradiar.
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Figura 17. Evaluacion de muerte celular por apoptosis, después de la exposicién repetida
a dosis bajas de radiacién ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en linfoblastos
transformados®™’. Cada barra representa la media + SEM de tres experimentos
independientes. BN: células binucleadas, Bleo 5 pM: Bleomicina 5.0 uM, ATM":
heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.
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Figura 18. Evaluacion de muerte celular por necrosis, 24 horas después de la exposicién
Unica a dosis bajas de radiacién ionizante, en linfoblastos transformados®™". Cada barra
representa la media * SEM de tres experimentos independientes. BN: células
binucleadas, Bleo 5 uM: Bleomicina 5.0 uM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05
respecto al control sin irradiar.
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Figura 19. Evaluacion de muerte celular por necrosis, después de la exposicion repetida a
dosis bajas de radiacion ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en linfoblastos
transformados®’. Cada barra representa la media + SEM de tres experimentos
independientes. BN: células binucleadas, Bleo 5 pM: Bleomicina 5.0 uM, ATM":
heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.
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Figura 20. Evaluacion de la proliferacion celular, 24 horas después de la exposicidn Unica
a dosis bajas de radiacién ionizante, en linfoblastos transformados®™'. Cada barra
representa la media + SEM de tres experimentos independientes. Bleo 5 uM: Bleomicina
5.0 uM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.
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Figura 21. Evaluacion de la proliferacion celular, después de la exposicion repetida a
dosis bajas de radiacién ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en linfoblastos

transformados

EBY  Cada barra representa la media + SEM de tres experimentos

independientes. Bleo 5 uM: Bleomicina 5.0 uM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.

36

——
s



3) Induccion de proteinas y-H2AX y p53

Las lineas celulares normal y heterociga para el gen ATM se expusieron a dosis
bajas de Rl y se analizaron las proteinas y-H2AX y p53 después de dosis unicas 1
y 24 horas post-irradiacion y repetidas (3 veces, una cada 24 horas). En cuanto a
la fosforilacion de la proteina H2AX, no se observo una diferencia significativa
respecto a las células no irradiadas (Figura 22 y 23). De igual manera no se
observd un aumento significativo en los niveles de la proteina p53, en la linea
celular normal, en ninguno de los tiempos probados. En contraste, en la linea
celular heterociga para el gen ATM, se observé un aumento de los niveles de p53
con la dosis de 100 mGy, 1 hora post-irradiacion (Figura 25). Sin embargo, no
hubo cambios inducidos por dosis bajas de radiaciéon después de las 24 horas
(Figura 26).

En la Figura 24 y 27 se presentan los resultados obtenidos de la irradiacion de
manera repetida (3 veces, una cada 24 horas). En cuanto a la linea celular normal,
no se observaron cambios en ninguna dosis, en las proteinas y-H2AX y p53. Sin
embargo, en la linea celular heterociga para el gen ATM se observé un incremento
de los niveles de p53 con 25, 50 y 100 mGy.

El analisis comparativo entre ambas lineas celulares mostr6 que las células
heterocigas para el gen ATM expuestas a 100 mGy, tienen significativamente mas
niveles de p53, 1 hora post-irradiacion; se observé el mismo comportamiento con
25, 50 y 100 mGy, bajo la exposicion a dosis repetidas.
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Figura 22. Evaluacién de las rupturas de doble cadena, 1 hora después de la exposicién
Unica a dosis bajas de radiacion ionizante, en linfoblastos transformados®’. Se muestra el
porcentaje de células y-H2AX positivas como marcador indirecto. Cada barra representa
la media + SEM de tres experimentos independientes por duplicado. Bleo 25 pM:
bleomicina 25 yM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin
irradiar.
24 h post-irradiaciéon
v-H2AX

*

100+ * [ Normal
904 1 - ATM+/—
80+ ——
704

504
40+
304
204
10+

% de células y-H2AX positivas

100 Bleo 25 pM

\
mGy

Figura 23. Evaluacion de las rupturas de doble cadena, 24 horas después de la
exposicién Unica a dosis bajas de radiacion ionizante, en linfoblastos transformados®®".
Se muestra el porcentaje de células y-H2AX positivas como marcador indirecto. Cada
barra representa la media + SEM de tres experimentos independientes por duplicado.
Bleo 25 uM: bleomicina 25 uM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al
control sin irradiar.
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Figura 24. Evaluacion de las rupturas de doble cadena, después de la exposicion repetida
a dosis bajas de radiacién ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en linfoblastos
transformados®™". Se muestra el porcentaje de células v-H2AX positivas como marcador
indirecto. Cada barra representa la media £+ SEM de tres experimentos independientes por
duplicado. Bleo 5 puM: bleomicina 5 uM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05
respecto al control sin irradiar.
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Figura 25. Analisis de los niveles de la proteina p53, 1 hora después de la exposicién
Unica a dosis bajas de radiacién ionizante, en linfoblastos transformados™". Cada barra
representa la media + SEM de tres experimentos independientes por duplicado. Bleo 25

uM: bleomicina 25 uM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control
sin irradiar.
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Figura 26. Analisis de los niveles de la proteina p53, 24 horas después de la exposicién
Unica a dosis bajas de radiacién ionizante, en linfoblastos transformados™". Cada barra
representa la media + SEM de tres experimentos independientes por duplicado. Bleo 25

UM: bleomicina 25 uM, ATM": heterocigas para el gen ATM. * p<0.05 respecto al control
sin irradiar.
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Figura 27. Analisis de los niveles de la proteina p53, después de la exposicion repetida a
dosis bajas de radiacidon ionizante (3 veces, una cada 24 horas), en linfoblastos
transformados®™’. Cada barra representa la media + SEM de tres experimentos
independientes por duplicado. Bleo 5 pM: bleomicina 5 uM, ATM": heterocigas para el
gen ATM. * p<0.05 respecto al control sin irradiar.
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VIl. DISCUSION

El presente trabajo se realizé con células normales y heterocigotas para el gen
ATM, cuya importancia es que la mutacion afecta al 0.5-1% de la poblacion, dicha
mutacion genera radiosensibilidad en los portadores, debido a que las células no
reconocen que su DNA ha sufrido dafio (Broeks et al., 2000; Ahmed y Rahman,
2006).

Nosotros evaluamos el efecto de dosis bajas de Rl impartidas por particulas beta,
que son emitidas por una fuente de °Sr/°°Y. Este tipo de particulas colisiona con
los atomos del material receptor y de esa manera transfiere su energia causando
ionizacion durante la trayectoria que recorre. La Rl impartida por particulas beta es
utilizada en tratamientos de radioterapia interna (braquiterapia) y como emision de
radiacion indirecta durante una tomografia (Attix, 1986; ATSDR, 1999; ACS,
2015).

Se sabe que las dosis altas de Rl (>100 mGy) causan efectos deleteréos en
humanos, incluyendo cancer. Actualmente, los efectos por la exposicion a dosis
bajas de radiacion ionizante, permanecen en constante discusion, ya que los
estudios realizados hasta la fecha son controversiales. Sin embargo, se conoce
que la radiacién puede causar un dafo biologicamente relevante o aumentar la

predisposicidn a patologias como el cancer (Brenner et al., 2003).

Desde los afios 70°s, la comunidad de proteccion ante la radiacion ha estimado el
riesgo de dosis bajas por la extrapolacion del riesgo evaluado a dosis altas,
usando el modelo lineal sin umbral (LNT). La relacion del modelo LNT asume que
la respuesta celular opera eficientemente igual a dosis altas y a dosis bajas, lo que
implica una proporcionalidad entre la dosis y el riesgo de cancer. Este enfoque
esta basado en que la relacion entre la dosis y el dafio al DNA in vivo parece lineal
desde la dosis de 0.001-100 Gy; lo cual considera que cada DSB en el DNA tiene
la misma probabilidad de inducir transformacion de la célula, independientemente
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de la cantidad de DSB’s que se encuentren simultaneamente en la célula; y que
cada célula trasformada tiene la misma probabilidad de generar un cancer
invasivo, independientemente de la dosis que se liberd en el tejido (Tubiana et al.,
20009).

En este contexto, Brener y colaboradores (2003) han descrito cinco posibles
modelos con extrapolaciones de datos epidemioldgicos: a) el primer modelo
propone una relacidn lineal sin umbral que corresponde a una curva dosis-
respuesta; b) el segundo modelo esquematiza una curva decresciente, dicha
respuesta celular puede deberse a un efecto de hipersensibilidad en una
determinada cantidad de células o individuos del total de la muestra, a un efecto
de radioresistencia, por adaptacién o por mecanismos de reparacion en extremo
eficientes, o por efecto “bystander”, provocado porque las células irradiadas
excretan factores que se difunden a células vecinas que no se expusieron a R,
generando un dafo en éstas solo por comunicacion celular; c) el tercer modelo
describe una curva sin umbral desde el cual se podra observar un efecto; d) el
cuarto modelo indica que existe un umbral desde el cual se podra observar un
efecto; y por ultimo e) el quinto modelo asume una respuesta de hormesis, que a
partir de una primera dosis de Rl impartida, se reduce la probabilidad de incidencia

de algunos efectos adversos en una exposicion subsecuente.

El analisis de los cromosomas dicéntricos se ha utilizado desde hace mas de 40
anos en la dosimetria biologica para evaluar el dafio que la Rl provoca en el
material genético. Dicha prueba se ha convertido en la prueba estandar para la
evaluacion de la exposicion accidental a Rl (dosis altas), en el marco de los
programas de proteccion radiolégica. En los ultimos afios se ha demostrado que el
ensayo de MN es un buen dosimetro biolégico por exposicion a RIl, importante
clastégeno y por lo tanto inductor de MN, ésta ha sido una técnica ampliamente
validada y estandarizada en el area de la radiobiologia (IAEA, 2001; Vral et al.,
2011).
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En este estudio se evaluo el efecto genotdxico de dosis bajas de Rl mediante la
frecuencia de MN y se encontré que la exposicion a Rl impartida una sola vez
(dosis unica), no aumenté los MN en las lineas celulares utilizadas. Sin embargo,
con exposiciones repetidas se observaron diferencias en la sensibilidad a la Rl
dependiente del genotipo, siendo mas sensible la linea celular heterociga para el
gen ATM. Encontramos que la frecuencia de MN aument6 a partir de la dosis de
100 mGy en ambas lineas celulares. Cabe sefalar que las dosis repetidas de 100
mGy, provocaron dafio probablemente debido a la acumulacién de la dosis, que
fue equivalente a 300 mGy. No obstante, de acuerdo a la UNSCEAR (2012), ésta
no es considerada como una exposicion a dosis baja.

Tomando en cuenta que la funcionalidad de la proteina ATM en las células
heterocigotas esta comprometida, es probable que no fueran capaces de sensar el
dafio, dejando fragmentado el DNA y manifestdandose como un aumento en la
frecuencia de MN después de una division celular, tras la exposicion a dosis bajas
de RI de manera repetida.

La ausencia de dafo en la linea celular heterocigota con una dosis unica, podria
deberse a que aun con una baja funcionalidad de la proteina ATM, la célula es
capaz de iniciar cascadas de sefalizacion alternas que contribuyen a mantener la
integridad del DNA.

Por otro lado, en ocasiones los efectos provocados por la Rl son cambios
celulares de respuesta rapida y sensibles, por ejemplo, la fosforilacién de la
histona H2AX (y-H2AX) se produce rapidamente por accion de la proteina ATM en
respuesta a la presencia de DSB en el DNA y se plantea que es una seial clave
para reclutar enzimas de reparacion a estos sitios. Sin duda, el motivo de las
diferencias en la respuesta, es multifactorial, pero sigue siendo esencial la
identificacion y validaciéon de las pruebas de funcionalidad que integran estas
respuestas; en el caso de nuestro estudio, la proteina y-H2AX se utiliz6 como un
marcador indirecto de rupturas en el DNA provocadas por la RI. La formacion de -
H2AX ha sido utilizada para medir la sensibilidad del tejido normal a la Rl y la
radiosensibilidad tumoral. Se ha observado que dosis entre 10 y 20 Gy de Rl
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generan un aumento considerable de la fosforilacion de H2AX como respuesta a la
exposicion (Olive et al., 2003).

En el presente estudio se emplearon dosis bajas de Rl en la escala de mGy (25,
50 y 100) y no se observaron cambios en la fosforilacién de esta proteina. Las
razones por las que no se pudo evidenciar este aumento en la fosforilacion de
H2AX, podria deberse a que no se generaron DSB por la exposicién a dosis bajas
de RI. No obstante, cabe sefialar, que la proteina y-H2AX depende principalmente
de la funcion de la proteina ATM. Como se menciond anteriormente, si dicha
proteina no se encuentra funcional en las células por algun mecanismo genético,
es de esperarse que no se genere la respuesta necesaria para detectar el dafo, lo
que probablemente seria el caso del modelo celular utilizado en este estudio. Sin
embargo, tampoco se puede descartar que otra de las razones, sea porque el

tiempo post-irradiacidén no fue el idoneo para observar una respuesta.

Dado que se ha observado que después de algunas divisiones celulares, se
formaban casi la misma cantidad de focos de y-H2AX en las células irradiadas,
pero mas MN y células apoptoticas que en las células no irradiadas, sugiriendo
que las células que no repararon las DSB son eliminadas del cultivo celular. Por lo
que otra explicacion a la ausencia de y-H2AX es que en nuestro ensayo, las
células tuvieron el tiempo sufiente para activar sus mecanismos de reparacion del
dafio al DNA causado por la RI, sugiriendo que la falta de reparacion de DSB’s no
incrementd el riesgo genotoxico por la exposicion a bajas dosis de RI, pero es
probable que activara un mecanismo alterno de proteccion para reducir el dafo
(Rothkamm y Lobrich, 2003).

Rothkamm y Lobrich (2003), evaluaron la formacién de focos de y-H2AX en
fibroblastos primarios humanos de pulmén y piel, mediante inmunofluorescencia, 3
minutos después de la exposicidon a 0.2 y 2 Gy de rayos X encontrando un
aumento de focos lo cual es notable evidencia tanto de que existe una correlacion

dosis-respuesta entre el numero de focos y la induccién de DSB en el DNA
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provocadas por la RI, como de que la desfosforilacién de y-H2AX en el sitio de la
ruptura coincide en temporalidad con la reparacion de ésta.

Un mecanismo de reparacion acelerado evita que se pueda observar a y-H2AX en
los tiempos analizados, seria interesante analizar la proteina con tiempos de
recuperacion mas cortos, lo anterior con la finalidad de comprobar si realmente es
efecto de la mutacion o por la ventana de tiempo en la que se analizo la proteina.
Otra posibilidad es realizar la evaluacion con otra técnica, una de las técnicas
podria ser la inmunofluorescencia, tal como lo describe Borras y colaboradores
(2015), la deteccion de y-H2AX mediante las técnicas de citometria de flujo e
inmunofluorescencia puede arrojar resultados reproducibles. Aunque los
investigadores opinan que con la técnica de citometria de flujo se obtienen
mejores resultados con dosis altas de RI, ya que con la inmunofluorescencia, es
posible que los focis se sobrelapen debido al dafio extenso que provocan las dosis
altas de RI lo que hace mas dificil su conteo y da como resultado una
subestimacion del dafo. Por otro lado, cuando las dosis son bajas, la deteccidén y
el conteo de focis mediante inmunofluorescencia es mas preciso que con la
citometria de flujo.

Nuestros resultados muestran que las dosis bajas de Rl no generaron citotoxidad,
muerte celular por apoptosis, ni por necrosis, en ninguna de las dosis utilizadas,
probablemente debido a que éstas no son suficientes para generar un dafo
celular. De igual manera Evans y colaboradores (2001) observaron que la
supervivencia celular disminuyd solo cuando se expusieron a dosis mayores de
500 mGy en dos lineas celulares de linfoblastos (una de ellas radiosensible por
mutaciones en el gen p53). Suzuki y colaboradores (2001) también postularon que
las dosis de Rl <1 Gy en células diploides normales (HE49), no provocan muerte
celular cuando su estudio se llevd a cabo con dosis de 0.01-6 Gy, los autores
también observaron que la proliferacién celular se aumento a las dosis de 20 y 50
mGy de RI posiblemente por la activaciéon de genes que estimulan el crecimiento y
la proliferaciéon. Con nuestras condiciones, no se observo alteracion en la

sobrevivencia celular o en la proliferacion y se mantuvo sin diferencias.
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Se sabe que la Rl induce DSB en el DNA y que puede causar peroxidacion lipidica
y oxidacion de proteinas en la membrana celular, el citoplasma y el nucleo, por lo
tanto, son activadas multiples vias de transduccion de sefnales simultaneamente.
Una de las vias que se activan en la célula es mediada por la proteina p53, ésta
es producto de un gen supresor de tumores que dentro de sus funciones se
encuentra el arresto del ciclo celular, apoptosis, reparacion del dafio al DNA y
senescencia celular prematura (Suzuki et al., 2001).

En células normales la proteina p53 se encuentra inactiva, en bajas
concentraciones y se degrada rapidamente. Sin embargo, ante un estimulo
genotoxico o de estrés, los niveles de ésta aumentan debido a su estabilizacion
por modificaciones postraduccionales. Diversos estudios han mostrado que los
niveles de la proteina p53 aumentan a partir de las 3 horas después de un
estimulo genotdxico o de estrés celular, alcanzando su pico maximo a las 12-24
horas (Salazar et al., 1997; Liang y Clarke, 2001; Lacroix et al., 2006). Seria
interesante evaluar los niveles de la proteina p53 en condiciones que incluyan
estos cursos temporales.

En nuestro trabajo, en las células heterocigas para el gen ATM aumentaron los
niveles de la proteina p53 en la condicidon de dosis repetidas, probablemente estas
células pueden inducir otras vias de respuesta al dafio al DNA, como se menciond
anteriormente. A diferencia de la proteina y-H2AX, la proteina p53 puede ser
activada por la proteina ATM y por la proteina caseina cinasa 2 (CK2) (Sancar et
al., 2004; Shiloh y Ziv, 2013). Por lo tanto, sugerimos que alguna via alterna se
activé para hacer frente al dafo, ya que se observo un aumento significativo en los
niveles de la proteina p53 en la exposicion a Rl con dosis repetidas (3 veces, una
cada 24 hrs).

Se ha observado que la proteina p53 se acumula y se activa despues de la Rl y
actua como un regulador de la transcripcion. Ademas, se ha demostrado que la
fosforilacion juega un papel crucial en la regulacion de la acumulacién y de la
actividad de p53 y las proteinas ATM y CHK2/Cds1, las cuales son proteinas
cinasas, fosforilan a las serinas 15 y 20 de p53. Suzuki y colaboradores (2001),

encontraron que la acumulacién de la proteina p53 no ocurre con dosis menores a
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0.5 Gy de rayos X, indicando que es dependiente principalmente de las rupturas
en el DNA, pero con una dosis de 0.1 Gy de rayos X produjo aproximadamente
cinco DSB iniciales por nucleo que fueron reparadas dentro de los 10 min de la
irradiacion, mientras que las SSB en el DNA fueron reparadas en un tiempo menor
(Suzuki et al., 2001). Al igual que en nuestros resultados de citotoxidad, que
sugiere que la mayoria del dafio es reparable. Aunque es dificil estimar el numero
exacto remanente de rupturas en el DNA posterior a la reparacién, las células
irradiadas con 0.1 Gy en nuestro estudio pudieron no haberse reparado o haberse
reparado ineficientemente, lo cual en el mejor de los casos, la proteina p53
ejerceria una serie de funciones necesarias para la integridad de la célula y su
DNA, ya que es la encargada de detener el ciclo celular si la célula se encuentra
amenazada por un agente genotdxico, provocar apoptosis o inducir la
transcripcion de genes necesarios para la reparacion del dafio (Suzuki et al.,
2001).

Se ha observado que la colisidon de un electron producido por una particula beta es
mas eficiente al producir genotoxicidad, evaluada mediante aberraciones
cromosomicas en linfocitos humanos, ya que una colision de particulas beta
provoco dos lesiones, a diferencia de una colision de rayos X (Vulpis, 1984). El
autor sugiere que la diferencia entre la cantidad de aberraciones cromosémicas
provocadas por 0.25-7 Gy de particulas beta y rayos X, refleja las diferencias en la
LET de ambos tipos de radiacion. Sus resultados muestran que las particulas beta
fueron mas efectivas que los rayos X, especialmente en exposiciones bajas. Bajo
el contexto anterior, planteamos que las particulas emitidas por la fuente de
radiacion del presente trabajo podrian ser comparables con otros estudios de RI.

En resumen, con base en los datos obtenidos proponemos que la proteina H2AX
no se fosforild6 debido a que la proteina ATM, responsable de dicho proceso
funciona deficientemente y probablemente las células afectadas tuvieron que
depender de mecanismos alternos, como lo es la activacion de p53. Por lo tanto,

sugerimos que las células con estatus génico normal, no requirieron la activacion

{ =}



de la proteina p53, debido a que la proteina ATM se encuentra funcional para
iniciar el mecanismo de reparacion correspondiente, una vez que y-H2AX se
acumulo en los sitios afectados por la RI.

Los resultados obtenidos son relevantes debido a que las personas heterocigotas
para el gen ATM, son radiosensibles y presentan un 8% de probabilidad de
padecer cancer de mama, y dicho porcentaje se podria elevar. Si bien en nuestro
estudio no se observo radiosensibilidad por dosis bajas de Rl con un esquema de
dosis unicas en las células heterocigotas para el gen ATM, existen otros factores
que pudieran influir en la radiosensibilidad, como factores genéticos por la
presencia de alteraciones en genes de susceptibilidad al cancer (p53 y BRCA1).
Aunque también se deberia considerar la exposicion ambiental a diversos

xenobidticos que podrian potenciar los efectos genotdxicos de la RI.
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VIII.

CONCLUSION

Se concluye que bajo nuestras condiciones experimentales, las dosis bajas de RI

no fueron de relevancia bioldgica, ya que no se detectaron DSB mediante la

fosforilacion de la proteina H2AX.

Sin embargo, las células heterocigas para el gen ATM mostraron mas sensibilidad

a los efectos genotdxicos de la Rl con dosis repetidas, sugiriendo un potencial

riesgo para las personas con este estatus génico que se exponen a RI, de

desarrollar diversos tipos de cancer.

IX.

RESUMEN DE RESULTADOS

Las dosis bajas de RI utilizadas en este estudio, bajo un esquema de dosis Unica:

No fueron citotoxicas, no indujeron apoptosis celular y necrosis, ni alteraron
la proliferacion celular en las células utilizadas.
No activaron a la proteina y-H2AX en las células utilizadas.

No incrementaron los niveles de la proteina p53 en las células utilizadas.

Las dosis bajas de RI utilizadas en este estudio, bajo un esquema de dosis

repetidas:

No fueron citotoxicas, no indujeron apoptosis celular y necrosis, ni alteraron
la proliferacion celular en las células utilizadas.

Generaron genotoxicidad, mostrando mayor sensibilidad las células
heterocigotas para el gen ATM con un aumento en la frecuencia de MN,
gemaciones, puentes nucleoplasmicos, apoptosis y necrosis, a partir de la
dosis de 50 mGy.

No activaron a la proteina y-H2AX en las células utilizadas.

Incrementaron los niveles de la proteina p53 en las células heterocigotas
para el gen ATM.
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