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INTRODUCCION

Bl cdncer en la actualidad es una de las enfermedades que presenta un alto indice de
mortalidad en México y en el mundo. En la dltima década esta enfermedad ha sido
ampliamente estudiada por las Ciencias Biomédicas.

La hipétesis genética del céncer implica que una masa tumoral se produce por la expansién
clonal de una tinica célula progenitora que ha sufrido un dafio genético. Este dafio genético
(o mutacién) puede ser adquirido (en las células somdticas) por la accién de agentes
ambientales como radiacién, productos quimicos y virus o puede ser heredado en la linea
germinal (Cotran, 1996).

Se plantea que una célula cancerosa se forma por multiples alteraciones genéticas, tales
como el dafio en genes claves que regulan el crecimiento, la proliferacién, la diferenciacién
y la muerte celular. Existen tres clases de genes reguladores: los proto-oncogenes
(promotores del crecimiento), los genes supresores del cancer y los genes que participan en
la reparacién de ADN (Hesketh, 1997).

Uno de los genes mds estudiados en los iiltimos afios es el gen supresor de tumores llamado
p53. La importancia de su estudio radica en el hecho de que este gen estd mutado en
aproximadamente el 70% en el cdncer de colon, en el 30% a 50% en el cdncer de mama y el
50% en el cdncer de pulmén (Cotran, 1996). p33 participa en muchas funciones celulares
como reparacién de ADN, apoptosis, diferenciacién y arresto del ciclo celular. Por todo
esto, se le ha considerado como el guardi4n del genoma humano (Lane, 1992).

La proteina P53 es un factor de transcripcién especifico que, para llevar a cabo su actividad
supresora requiere la activacién de otros genes (Pietenpol et al, 1994). Algunos de estos
genes se encargan de detener el ciclo celular en los puntos de control G,/S y Go/M, otros se
encargan de efectuar el proceso de apoptosis que se lleva acabo en las células que han
sufrido un dafio irreparable en su ADN. Estos procesos regulados por P53 sirven para

controlar la poblacién de las células normales (Donehower y Bradley, 1993; Ko y Prives,
1996; Levine, 1997).

En numerosos estudios se ha mostrado una rdpida acumulacién de la proteina P53 en los
ndcleos de linfocitos humanos que han sido irradiados o tratados con agentes fisicos y
quimicos que dafian el ADN (Kastan et al., 1992). Este tipo de células ha sido irradiado por
diferentes tipos de radiacién ionizante (RI) tales como particulas cargadas (electrones),
rayos X, rayos gamma y neutrones entre otros.

La RI es un agente fisico que produce como dafio primario el rompimiento de una o ambas
cadenas del ADN (Cole et al., 1975; Matsudaire et al, 1977). Este dafio puede ser
completamente reparado en un lapso de 1 a 2 hr en células de mamiferos (Turner et al.,
1981; Bryant et al., 1984; Singh et al., 1988; Mayer et al., 1989). Otro mecanismo por el
cual la RI induce dafio celular es a través de la produccién de oxigeno libre y radicales
hidroxilos, los cuales a su vez producen dafio quimico oxidativo en muchos constituyentes
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fe la célula, incluyendo lipidos, proteinas y é4cidos nucleicos (Han et al.,1995). Si estas

esiones no son reparadas, pueden producirse aberraciones cromosémicas y deleciones
‘Hutchinson, 1993).

La expresién del gen p53 se evaliia a través de la proteina P53 la cual puede ser evaluada a
través de diferentes métodos como el inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) y el método
de inmunodeteccién (Western Blot). En este dltimo se utiliza un anticuerpo que s¢ acopla a
Jas proteinas P53, las cuales son reconocidas por un segundo anticuerpo IgG acoplado a una
enzima llamada peroxidasa, que en presencia de peréxido de hidrégeno, oxida al luminol, el
cual emite luz por fluorescencia al decaer a su estado base.

En estudios de lineas celulares expuestas (Hela y RKO") a arsénico se encontraronl
diferencias individuales de expresién de la proteina P53. Estas diferencias también se
observaron al tratar linfocitos humanos con arsénico (As) y actinomicina (AcD).

De ahi, el presente trabajo surge de la necesidad de entender si las diferencias observadas,
en el patrén de expresidn se deben a factores bioldgicos o si estan influenciadas por factores
fisicos que intervienen en el proceso de deteccién de la proteina P53 como por ejemplo, el
tiempo de exposicién en el método quimioluminiscente y/o como el tiempo de revelado de
la pelicula radiografica.

El objetivo general de este trabajo es estandarizar el proceso de deteccién de la
proteina P53 en linfocitos humanos irradiados con rayos gamma de 1.25 MeV y
tratados con AcD, para tratar de conocer la participacion de factores fisicos en el
proceso de deteccion de Ja proteina P53. Para lograr este objetivo se realiz, en primer
lugar, la caracterizacién dosimétrica de un irradiador de ®Co, en segundo lugar se
hizo el control de calidad del proceso quimioluminiscente y de revelado, y por iltimo
se hizo la comparacién de los niveles de induccién de P53 entre los linfocitos
irradiados y los tratados con AcD.

Se usaron rayos gamma de alta energfa (1.25 MeV) para irradiar homogéneamente a 1os
linfocitos humanos. Para la irradiacién de dichas muestras se utilizé el irradiador
Gammacell 200 del ICN de la UNAM. Para el contro} de calidad del proceso de revelado se
hizo la sensitometria en dos tipos de peliculas autoradiogréficas (Hiperfilm y Kodak).

En el primer capitulo de este trabajo se describen las principales formas de interaccién de la

radiacién con la materia, asi como los conceptos bésicos relacionados con dosimetrfa de la
radiacién.

En el segundo capitulo se hace un recordatorio de la estructura de la célula, asi como de las
generalidades del gen p33.

En el tercer capitulo se establecen los fundamentos para el andlisis de la proteina P33.
También se hace una descripcién del proceso fotogrifico mediante ¢l cual se desarrolla una
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imagen latente en las emulsiones fotograficas, as{ mismo se describe la sensitometria de una
pelicula radiogréfica.

En el capitulo cuarto se describe el método experimental de la parte fisica como de la parte
biolégica. La parte fisica comprende la realizacién de la dosimetria del irradiador
Gammacell-200 para la irradiacién de linfocitos de sangre periférica de humano, asi como
el establecimiento de un protocolo de trabajo para llevar a cabo la deteccién de la proteina
P53. El método experimental correspondiente a la parte biolégica consistié en realizar los
cultivos de los linfocitos y la deteccion de la proteina P53 a través del método Western
Blot.

En el capitulo cinco se muestran los resultados de la caracterizacién dosimétrica del
irradiador, las curvas caracteristicas de Jas peliculas Hipertilm y Kodak procesadas con un
revelador de dos temperaturas diferentes (20 °C y 27 °C) para diferentes tiempos de
revelado. Ademds se muestra el cambio en la densidad dptica en las peliculas Hiperfilm y
Kodak cuando se usa un revelador nuevo y usado. Con respecto a los resultados de la parte
bioldgica, se presentan las bandas de induccién de la protefna P53 de los linfocitos de tres
donadores sanos que fueron expuestos a diferentes dosis de radiacién (2,4 y 6 Gy) y a una
sola dosis de AcD (30 ug/ml). Para obtener estos resultados se aplicd un protocolo de
trabajo para la detecci6n de la proteina, el cual consistié en utilizar un tiempo de exposicion
de 30 minutos y dejar la placa en el revelador durante 2 minutos.

Por iltimo en el capitulo seis y siete se hacen la discusion y conclusién de este trabajo.



CAPITULO I

Conceptos basicos de Fisica de Radiaciones y de Dosimetria

.1 Radiacion ionizante

_a radiacién ionizante es aquélla con suficiente energia para extraer un electrén del dtomo
le] medio con el que interacciona. Es en este momento cuando ocurre la ionizacidn, que se
roduce un par de iones; el negativo (electrén que se desprende del dtomo) y el positivo
atomo sin uno de sus electrones) (Attix, 1986).

_0s tipos de radiacidn ionizante mds importante son:

Rayos Gamma (v ). Los rayos gamma son emitidos desde el niicleo de algunos dtomos
nestables que se encuentran eliminando su exceso de energia o se producen en reacciones
le aniquilacién entre materia y antimateria.

Rayos X . Los rayos X son radiacién electromagnética generada por particulas cargadas
>omo el electrén, debido a un cambio entre niveles energéticos en las Orbitas atGmicas
llamados rayos X caracteristicos o fluorescentes). Estos rayos también son creados por la
aceleracion de particulas cargadas al pasar por un campo eléctrico y al chocar con un blanco
rayos X continuos o Bremsstrahlung).

Electrones rapidos. A los electrones rdpidos emitidos por el nicleo se les conoce como
particulas betas. Estas particulas pueden ser positivas (positrones) o negativas.

Particulas Cargadas Pesadas (PCP). Las particulas cargadas pesadas son todas aquellas
que tienen una masa mayor que la del electrén. Estas particulas, cominmente son
aceleradas en aceleradores electrostaticos (Van de Graff) o lineales. Sin embargo, existen
PCP como las alfa que provienen de nicleos radiactivos.

Neutrones. Los neutrones son particulas que no tienen carga y que por lo tanto no pueden
ser acelerados por un acelerador electrostdtico ni lineal.

Con el propésito de entender y diferenciar Jos mecanismos de interaccién de la radiacién
lonizante con la materia, la radiacién ionizante ha sido dividida en dos grandes grupos:
Radiacién Directamente Ionizante y Radiacién Indirectamente Ionizante.

Radiacion Directamente Ionizante. Son las particulas cargadas que transmiten
directamente su energia a la materia a través de pequeiias interacciones coulombianas con
los electrones y con los niicleos que la componen a lo largo de su trayectoria. Por ello, en la
cé€lula este tipo de radiacién actia directamente sobre moléculas tales como el agua y el
oxigeno.
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Radiacién Indirectamente Ionizante. Son las particulas no cargadas, tales como rayos
gamma, rayos X y neutrones, que ceden primero su energia a particulas cargadas de la
materia mediante interacciones. Esto implica que la radiacién indirectamente ionizante no
produce cambios quimicos y biolégicos por si misma, sino que, cuando es absorbida por el
material que atraviesa en su camino, deposita en €l su energfa.

1.2 Interaccién de los fotones con la materia

Los fotones son eléctricamente neutros y pierden su energia s6lo cnando interaccionan con
la materia. La penetracién del fotén en la materia se rige estadisticamente por la
probabilidad de interaccién por unidad de distancia recorrida. Dicha distancia depende de la
composicion del medio atravesado y de la energia del fotén.

El fotdn, al interaccionar con la materia, puede ser absorbido o dispersado con o sin pérdida
de energia. Tal interaccién es descrita por el efecto Compton, efecto fotoeléctrico y
produccién de pares. )

1.2.1 Efecto Compton

La cantidad de energia que el fotén transfiere al electrén depende tanto de la energia E,= hv
del fotén incidente como del nimero atémico (Z) del material absorbente. Para fotones de
energia media (desde 20 keV hasta 30 MeV), predomina el efecto Compton, en el cual €l
fotdn choca con un electrén considerado como libre, cuya enecrgia de amarre es minima
comparada con la energfa del fotén. En este proceso, el fotén transfiere parte de su energia
al electron, el cual se desvia a un 4ngulo § de su posicién original, mientras que el fotén
incidente a un 4ngulo ¢ de su trayectoria inicial (Fig 1). Energia y momento se conservan.

El andlisis de la cinemadtica de] proceso anterior, basado en la conservacién del momento y
la energia, determina tres ecuaciones que describen la energia y la direccién de las
partfculas después de la colisidn:

e hy 1)
1+ (hv/ mac®)(1 - cos ¢)
T=hyv—h (2)
coth = (1+ h"q )tan(¢) 3)
mce 2

o

donde, hv” es la energia del fotén dispersado, T es la energia cinética del electrén

dispersado, y m,c? (energia en reposo del electrén) es 0.511 MeV. T, hv, hy ", también estan
cxpresadas en MeV.
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La fraccién de energfa que el fotén pierde durante este proceso y que le transmite al
electron, puede variar, de O al 80% de su energia inicial, dependiendo del angulo de salida
del fotén incidente y del dngulo del electrén expulsado de su oOrbita (Hall, 1994). Los
electrones en movimiento, a su vez, pueden ionizar otros dtomos del material absorbente,

romper uniones quimicas e iniciar procesos que finalmente producen dafios bioldgicos
(Hall, 1994).

Para medios de Z baja, tales como el carbono, aire, agua y tejido humano, el efecto
Compton tiene una amplia regién de accién (Fig 2).

1. 2. 2 Efecto Fotoeléctrico

Para fotones de baja energfa (Fig 2), con mayor frecuencia ocurre el efecto fotoeléctrico. En
éste, el fotén de energia E, = hv choca con un electrén que estd ligado a un dtomo con
energia de amarre E,, como consecuencia este electrén sale con un dngulo 9 respecto de la
direccién del fot6n incidente que es absorbido (Fig 3). Para conservar el momento, el tomo
residual retrocede y su energia cinética T, es pricticamente cero. Por lo tanto, la energia
cinética transmitida al electrdn, independiente del 4ngulo de dispersion 0, estd dada por:

T=hv-E, -T, 4)
=hv—-E,

El espacio vacante dejado en la 6rbita del electrén puesto en movimiento, es llenado por
otro electrén de una érbita mds periférica y, en este proceso, se libera un fotén de energia
que se conoce como caracteristica, porque es la diferencia que existe entre la Srbita del

electrén expulsado y la érbita del electrén a la que llega. Dicha energia es caracteristica del
atomo en cuestion.

1.2. 3 Produccién de Pares

La produccién de pares es un proceso de absorcién en el que se crean un positrén (+) y un
electron (-) a partir de la desaparicién de un fotén incidente de energia hv que interacciona
con el campo de fuerza coulombiana de un nicleo atémico ( Fig 4). Para que este proceso
tenga lugar, dicho fotén debe tener una energia mayor que 2 moc” (1.022 MeV). El positrén
y el electr6n tienen energfas T* y T respectivamente y no necesariamente son las mismas,
sin embargo su energia promedio se puede estimar con la ecuacién 5.

Es importante mencionar que la produccién de pares también puede ocurrir en el campo de
un electrdén atémico pero la probabilidad de que esto suceda es muy baja ya que la energia
umbral necesaria para que tal evento ocurra es 4m,c>.



. hv—1.022MeV
r= 3 (5)

Estas particulas cargadas que han recibido energia, pueden producir nuevas ionizaciones y
en alglin momento el e” se aniquilard, lo que da origen a 2 fotones de energia de 0.511
MeV. La presencia de produccién de pares aumenta con la energia, este hecho lo hace ser el
mecanismo por el cual se absorbe la mayor cantidad de ndmero de fotones cuando Ia
energfa es muy alta.

1.3 Atenuacion y absorcién de la radiacién electromagnética

Cuando la radiacién gamma y los rayos X inciden sobre la materia, parte de los fotones son
absorbidos por cualquiera de los procesos mencionados. La ecuacién que describe la
atenuacion de los rayos gamma es la siguiente:

N=N ™" 6)
donde:

N, es el nimero de fotones incidentes

N es el nimero de fotones que se tiene después de atravesar un espesor x de material

X es el espesor del material atravesado por la radiacién

p es el coeficiente lineal de atenuacion que representa la probabilidad total de interaccién
de una particula por unidad de longitud que entra en un medio. Dicha probabilidad
dependera de la manera en que interactiia la radiacién con el medio y esto se refleja en los
coeficientes parciales de atenuacién (Attix, 1996). 1t estd dado como:

U=T+0+K+.. (7)

donde:

T,O ¥ kK son los coeficientes de atenuacién por ¢l efecto fotoeléctrico, Compton y
produccién de pares, respectivamente.



1. 4 Principios de dosimetria
1.4.1 Definiciones

La dosimetria tiene como principal objetivo detectar y medir la energfa que la radiacién
incidente imparte en la materia. Para su comprensién es importante introducir algunas
cantidades, las cuales estdn dadas en términos del valor esperado para una esfera
infinitesimal en el punto de interés. Tales cantidades son dtiles para la descripcién de la
interaccién del campo de radiacién con la materia. Las cantidades son:

Kerma (K). El Kerma puede ser definido en términos de la energia transferida e (Attix,

1979, 1983) y la energia radiante R. La energia que la radiacién ionizante imparte en un
volumen V es;

e,=(R,),~(R,)" «+2Q @®)

donde (R;)u = Energfia radiante de las particulas no cargadas que entran en V

(Row) ™" = Energfa radiante de las particulas no cargadas que salen de V, pero que
no incluyen las pérdidas radiativas de energia cinética de las particulas cargadas mientras
éstas se encontraban en V.

2Q = Es la energfa neta que se deriva de las conversiones de masa en energfaen V y
viceversa (m — E positivo, E —m negativo).

La energia radiante estd definida como la energia cinética de las particulas emitidas,
transferidas o recibidas.

Con base en lo anterior, el kerma se define en un punto de interés P ubicado en un volumen
V como:

K= ©)

donde € es el valor esperado de la energia transferida en un volumen finito V durante algin

intervalo de tiempo, de es el valor esperado de la energia transferida en un volumen
infinitesimal dv en un punto P y dm es la masa de dv.



Dosis ( D). El concepto fundamental de la dosimetria es la dosis. La dosis absorbida es una
cantidad que puede ser definida a través de otra cantidad llamada dosis impartida € . Esta se
define como la energia que permanece dentro de un volumen dado de materia con masa m
después de que sobre €sta incide radiacién ionizante. De aqui que la energfa impartida por
la radiacién ionizante a un volumen V de materia con masa m estd definida como:

e=(R,),-R,,),+®,) -(R,), +=0 (10)

donde: (Ri,), es la energia radiante de las particulas no cargadas que entrana V
(Rout)u €5 la energia radiante de las particulas no cargadas que salen de V
(Rin)c €5 la energia radiante de las particulas cargadas que entran a V
(Rout)e €5 la energia radiante de las particulas que salen de V
ZQ es la energia neta que se resuita de las conversiones de masa en energiaen Vy
viceversa(m—E Positivo, E-»m negativo). Con base en lo anterior la dosis
absorbida D en cualquier punto P dentro de V se define como:

_de

D _—
am

(1)

El sistema internacional de unidades (SI) acepta al Gray ( Gy) como la unidad de la dosis.
Cabe mencionar que

[Gy=1J/Kg=6.24x 10 eV/kg

Tasa de Dosis ( D ). Es la dosis depositada por unidad de tiempo:

(12)

=D _ 4

D =42 de
dr dt

: /
) (Gy/s)

(

1.4.2 Dosimetros

Un dosimetro es un dispositivo que experimenta un cambio medible y reproducible al ser
irradiado. A este cambio se le llama respuesta y su magnitud depende de la dosis de
radiacién impartida. El cambio en la respuesta debido a las diferentes dosis de radiacién
administrada, define la relacién de dosis- respuesta.



Hasta el momento se conocen dos tipos de dosifmetros, el absoluto y el secundario. El
primer tipo, se caracteriza porque mide directamente la dosis depositada por la radiacién en
su volumen sensible. Este tipo de dosimetros no requiere una calibracién radiolégica. El
segundo tipo, necesita para su uso ser calibrado radiolégicamente con un dosimetro
absoluto. Generalmente los dosimetros secundarios son mds faciles de manejar, entre éstos
se puede mencionar a las peliculas de tinte radiocrémico (PTR) y los dosfmetros
termoluminiscentes (TL).

Se debe mencionar que no todos los instrumentos que son sensibles a la radiacién ionizante
pueden servir como dosimetros. Para que un material desempefie la funcién de dosfmetro
debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

* Intervalo atil de dosis. El intervalo de dosis itil para un dosimetro depende de:

- Sensibilidad del dosimetro. Esta se define como:

Sensibilidad = i
dD

donde r es la respuesta del dosimetro y Dy, es la dosis absorbida por el mismo.

- Limite inferior 1til. Es la dosis minima que el dosimetro puede medir
confiablemente.

- Limite superior util. Es la méxima dosis que el dosimetro puede medir
confiablemente.

» Dependencia de la respuesta con la tasa de dosis. Se requiere que ¢l dosimetro sea

independiente de la tasa de dosis porque en caso contrario, ésta restringirfa su limite
de uso.

* Dependencia con la energia. Esta dependencia es la mds importante ya que refleja la
eficiencia del dosimetro (Attix, 1986), es decir es la habilidad que tiene éste para
dar una misma lectura a una cantidad de energia absorbida en su propio volumen
sensible sin importar el tipo de radiacién o calidad de haz.

* Geometria. Una condicién ideal seria que la geometria del dosimetro fuera parecida
a la del volumen del material de interés.

Aln cuando los dosimetros actuales no cumplen con todas las caracteristicas mencionadas,
si satisfacen la mayoria de ellas.



1.4.2.1 Pelicula de Tinte Radiocrémico

Las peliculas de tinte radiocrémico (PTR) estdn constituidas por un pléstico y un precursor
de tinte radiocrémico que es la sustancia que se activa cuando la pelicula es irradiada
(Attix, 1986). Este tipo de peliculas tiene la propiedad de adquirir una cierta coloracién
cuando sobre ellas incide radiacién ionizante. La dosis absorbida por las peliculas se puede
conocer a través de su respuesta que a su vez estd dada en términos de la densidad dptica
(DO). Esta est4 relacionada con el desarrollo de centros de color que se generan cuando la
radiacion ionizante rompe el enlace de una cierta molécula dentro de la pelicula. Esta
accion ademds produce un nuevo arreglo de las cargas que generan la coloracién. Dentro
de un intervalo de dosis, la intensidad del color desarrollado por la pelicula es proporcional
a la dosis.

La respuesta (R) de las PTR a la radiacién ionizante se determina mediante las ecuaciones

(13) 6 (14) dependiendo de si las densidades Opticas se determinan con un

espectrofotéometro o si el tono de gris (TG) de la pelicula es medido con un escdner,
respectivamente.

_ DO, -DO, ADO (13)
espesor mm
R = Log (Tcgr (14)

En la ecuacién (13) DOy es la densidad dptica de la pelicula irradiada, mientras que DO; es
la densidad dptica de la pelicula sin irradiar. La respuesta de las peliculas se obtiene
mediante el cociente entre las diferencias de estas densidades 6pticas y el espesor de la
pelicula. En la ecuacién (14) la respuesta de la PTR estd dada como el logaritmo Base 10
del cociente del tono de gris de fondo (TGy), es decir el tono de gris de la pelicula sin
irradiar entre el tono de gris de la pelicula irradiada (TG).

Como todo dosimetro, las peliculas de tinte radiocrémico tienen sus ventajas y desventajas
respecto de los dosimetros TL. Las ventajas son:

* Muestran una respuesta lineal a la radiaci6n en un intervalo de dosis muy amplio.

e Surespuesta no depende de la tasa de dosis
* La pelicula queda coloreada después de la irradiacién por un tiempo prolongado, lo
cual permite hacer lecturas del tono de gris a tiempos posteriores a la irradiacion.



Ay

* Estdn fabricadas con materiales de nimero atémico bajo, por lo que interaccionan
con la radiacién en una forma muy similar a como 10 hace el tejido humano.

[as desventajas de las peliculas de tinte radiocrémico son:

e Sensibilidad a Ia luz ultravioleta

» Cambios en su respuesta debido a condiciones ambientales

¢ No son reusables

La pelicula de tinte radiocrémico utilizada en este experimento para evaluar la
homogeneidad del campo de radiacién es la llamada Gafchromic HD810. Esta pelicula
posee un sustrato de 96 Um cubierto con una capa sensible de 6.5 um y sobre ésta una
superficie delgada gelatinosa de 0.75 pm. La HD810 es incolora y adquiere un color azul

cuando es expuesta a radiacién ionizante. Su intervalo de dosis til comprende desde 50 Gy
12500 Gy.

1.4.2.2 Dosimetros TL

Un dosimetro termoluminiscente (TL) es un cristal que posee activadores como Magnesio
(Mg) y Ti(Ti) (a los dosimetros TL comerciales de Fluoruro de litio dopados con Mg y Ti se
les llama TLD-100) y es adecuado para producir el fenémeno de termoluminiscencia. Esta
consiste en la emisién de luz visible cuando el cristal irradiado es calentado (Attix, 1986).
La cantidad de luz es proporcional a la dosis de radiacién recibida.

En la red cristalina, los activadores que se encuentran en cantidades pequeiias forman dos
1pos de centros o imperfecciones (Attix, 1986):

» Trampas para electrones o huecos los cuales pueden capturar y sostener por periodos
prolongados a los portadores de carga.

* Centros luminiscentes que estdn localizados ya sea en trampas para electrones o en
trampas para huecos. Los centros luminiscentes emiten luz cuando se recombinan con
electrones o huecos.

Bl proceso termoluminiscente tiene lugar cuando la radiacién ionizante que incide sobre el

-ristal le cede la energia suficiente a un electrén de la red cristalina para pasar de la banda

le valencia a la banda de conduccién del cristal, produciéndose as{ una vacancia en la

orimera. Una vez estando ahi, el electrén se mueve hasta caer en una de las trampas para
lectrones que se encuentran ubicadas en bandas de niveles prohibidos de energia.

Paralelamente, el hueco que se gener6 a rafz de la vacancia, se mueve en la banda de

valencia hasta que se encuentra con una trampa para huecos. La profundidad de las trampas

E) debe ser lo suficientemente grande para que los electrones que se encuentran en las

rampas o huecos permanezcan allf por un periodo prolongado.



Los electrones pueden ser liberados a través de procesos térmicos por medio de los cuales
llegan a la banda de conduccién y fortuitamente caen en un ceniro luminiscente o en una
trampa para huecos. Estos, se supone, tienen acoplado muy cerca un centro luminiscente
que se recombina con un electrén. Tal recombinacién da como resultado la emisién de un
fotén luminoso. Todo este proceso es la base de la termoluminiscencia (Fig ).

La probabilidad de que los electrones atrapados escapen de las trampas y de los huecos estd
dada por la siguiente expresién en términos de la temperatura T:

P=1/7=0e" """ (15)

donde T es la vida promedio en la trampa, « es el factor de frecuencia, E es la encrgia de la
trampa (en eV) y k es la constante de Boltzman (1.3807 X 102 J K. En esta ecuacién se
observa que cuando la temperatura aumenta, la probabilidad de escape de los electrones
incrementa y que a una temperatura méxima ocurre que la mayoria de los electrones puedan
escapar de las trampas o huecos. Es precisamente es este instante cuando se observa un pico
de brillo, este pico puede ser el resultado de que conforme aumente la temperatura del
cristal, la intensidad de la luz emitida sea proporcional al nimero de electrones que
escapan. Después de un mdximo, el niimero de electrones que se encontraban atrapados en
los huecos o trampas disminuye considerablemente, por lo que la curva de brillo decae
severamente después de un méximo. Los fotones emitidos estdn en la regién del visible y
son la base de la sefial TL. Entonces, un tubo multiplicador que es un aparato que
transforma una sefial Juminosa a eléctrica, puede transformar y amplificar a la sefial TL. Los

dosimetros TL muestran las siguientes ventajas y desventajas respecto de las peliculas de
tinte radiocrémico.

Ventajas

 Tienen un amplio intervalo de dosis dtil (10 hasta 10° Gy)

* Surespuesta es independiente de la tasa de dosis ( 0 a 10° Gy/s)
¢ Son reusables

Desventajas

* Sensibilidad a la luz

¢ Pérdida de la informacidn con la lectura
¢ Almacenamiento de informacién residual o0 memoria de lecturas anteriores



1.4.3 Equilibrio de particula cargada

Supongamos que dentro de un volumen v existe un material el cual es irradiado con un haz
homogéneo de radiacién. Cuando dicho haz atraviesa el volumen v se producen particulas
secundarias que son capaces de salirse de tal volumen (Fig 6). Esto implica que no toda la
energia incidente se depositard sobre el material. Para evitar este problema, se rodea al
volumen v con otro medio contenido en un volumen V de forma tal que la distancia entre el
borde de! volumen v y el borde del volumen V sea igual o mayor al alcance miximo de la
particula secundaria que sale de V, cuando esto se logra se dice que existe EPC.

1.5 Accidn directa ¢ indirecta de la radiacién con la materia viva

Los efectos biolégicos de la radiacién ionizante resultan de su accién directa e indirecta de
la radiacion sobre la célula. Los efectos directos son producidos por la accién inicial de la
radiacién misma mientras que los efectos indirectos son causados por la accién posterior de
los radicales libres y otros productos de la radiacién (Tumer, 1995).

Las células de mamifero tipicamente estdn constituidas de un 70% a 85% de agua, de 10 a
20% de proteinas, 10 % de carbohidratos v de 2 a 3 % de lipidos (Turner, 1995). La
lonizacién que se genera cuando la radiacién incide sobre la célula interacciona con
moléculas blanco, tales como oxigeno y agua. Dicha interaccién trae como consecuencia
cambios a nivel molecular y por consiguiente permite la creacién de sustancias
potencialmente dafiinas para la propia célula y para el material genético. De hecho, el dafio
primario que genera la radiacion sobre la célula se atribuye, principalmente, al dafio que
ocurre a nivel del ADN por lo que se le considera como el blanco que es alterado. Ademds,
el dafio bioldgico que la célula puede sufrir depende principalmente de la dosis absorbida,
de la tasa de dosis, y del tipo de radiacién que la célula recibe (Turner, 1995).

La interaccién de la radiacién ionizante con la célula puede ser estudiada a partir de dos
etapas:

i. Etapa fisica o inicial
2 Etapa quimica

1. Etapa fisica
La etapa fisica o inicial dura aproximadamente 10'% y es en este lapso cuando se deposita

la energia en la célula causando excitacién y ionizacién (Turner, 1995). Debido a que la
c€lula estd formada en mayor porcentaje por agua, se puede describir el proceso como:

H,0— H,0" +¢ (16)

donde el superindice indica el ién positivo y ¢l i6n negativo, respectivamente.



La duracién de la etapa fisicoquimica es el orden de 10%. La absorcién de energia por el
agua, resulta en la produccidn de radicales libres que son altamente reactivos y ademas son
quimicamente téxicos. Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o mds
clectrones desapareados ya sea por pérdida o ganancia de ellos (Zentella de Pifia y Saldafia
1996). Estos electrones estdn libres en sus érbitas, de alli el origen de su nombre. La
aparicion de los electrones no apareados en las capas m4s alejadas del nicleo atémico
cambia la reactividad quimica de un dtomo o de una molécula, lo que ocasiona que ésta sea
mas reactiva que su correspondiente no radical. A pesar de esto, la reactividad quimica de
los diferentes tipos de radicales libres es muy diversa.

Existen también, los llamados radicales iénicos que son electrones cargados no apareados,
por ejemplo, el HyO™ que se encuentra en el agua. Este reacciona con otras moléculas de
agua para formar un radical extremadamente reactivo llamado hidroxilo (OH). La reaccién
quimica que se lleva a cabo durante este proceso es la siguiente:

H,0" +H,0 >H.0" +OH (17)

2. Etapa quimica

La etapa quimica ocurre cuando el HY, el OH", el H y el OH interaccionan con moléculas
importantes de la célula. Este proceso dura muy poco tiempo, del orden de segundos. En la
misma etapa puede ocurrir que los RL y agentes oxidantes ataquen a moléculas complejas
cuya funcién es formar a los cromosomas, si esta accién se lleva a cabo se origina el

rompimiento de algin eslabén en dichas moléculas formadas por largas cadenas (Turner,
1995).
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Fig. | Cinemdtica del efecto Compton
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Fig. 3. Cinemadtica del efecto fotoeléctrico



Fig. 4. Produccién de pares en el campo de fuerza Coulombiana de un niicleo atémico
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g 6. El volumen V contiene un medio homogeneo que es irradiado uniformemente por la radiacion
directamente ionizante. Las padiculas cargadas secundarias se producen por la presencia de V. Si
‘distancia que separa el borde v del borde V es mayor o igual al maximo alcance de las particulas
>cundarias se alcanza el equilibrio de particula cargada (EPC).



CAPITULO II

Conceptos basicos de 1a Biologia celular

En el ser vivo, los dafios producidos por la radiacién ionizante ocurren fundamentalmente a
nivel celular, por lo que para entenderlos es necesario conocer la morfologia y fisiclogia
de la célula. En este capitulo se describen los conceptos basicos de la Biologia Celular y su
relacién con agentes externos (fisicos o quimicos) que son capaces de alterar la informacion
genética del nicleo de la célula.

2.1 Estructura y composicién quimica de una célula encarionte

La célula es la estructura bdsica que constituye a los organismos (Bruce et al, 1994). Esta
unidad muestra diferentes caracteristicas en su forma, tamafio, componentes y velocidad de
divisidn, de acuerdo con el tejido al que pertenece y a la funcién que realiza, no obstante,
todo tipo de célula eucarionte estd formada por una membrana citoplasmdtica, un
citoplasma y un nucleo (Bruce et al, 1994). En la figura 7 se muestra la estructura de una
c€lula eucarionta en estado no proliferativo (sin dividirse).

El niicleo contiene el genoma principal y es lugar de sintesis de ADN y de ARN. El
citoplasma que lo circunda consiste en el citosol y los orgdnulos citoplasmaéticos
suspendidos en €l. El citosol constituye un poco mds de la mitad del volumen total de Ia
célula y es el lugar donde no sélo tiene lugar la sintesis de proteinas sino también donde se
desarrollan la mayoria de las reacciones del metabolismo. Aproximadamente 1a mitad del
area total de membrana de una célula se utiliza para englobar los espacios laberinticos del
reticulo endoplasmaético (RE). Este presenta muchos ribosomas unidos a su superficie
citoplasmatica, los cuales sintetizan proteinas integrales de membrana y proteinas solubles
destinadas a ser segregadas o a ser transportadas a otros orgdnulos. El RE también produce
los Iipidos del resto de la célula y también actda como almacén de iones Ca®*. El complejo
de Golgi consiste en una serie de compartimientos organizados en forma de sacos
discoidales llamados cisternas del Golgi; recibe lipidos y proteinas del RE y las distribuye
hacia diferentes destinos intracelulares. Las mitocondrias y (en las plantas) los cloroplastos,
generan la mayor parte de Trifosfato de Adenosin (ATP) que se utiliza para desplazar las
reacciones biosintéticas gue requieren un aporte de energia libre. Los lisosomas presentan
enzimas digestivas que degradan tanto orgdnulos muertos como macromoléculas vy
particulas captadas del exterior de la célula (Bruce et al, 1994).

Las células eucariontes contienen una gran cantidad de ADN. Este es una macromolécula
formada de dos largas cadenas compuestas por azdcar pentosa (desoxirribosa) y fosfatos
que sc enrollan cn cada una de las cadenas que forman una doble hélice. Dichas hebras
estdn sostenidas por un par de bases nitrogenadas, pirimidinas (timina y citosina) y purinas
(adenina y guanina) (ver figura 8).
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Cada molécula de ADN se empaqueta cn un cromosoima, el total de informacidén genética
contenida en los cromosomas de un organismo constituye su genoma, El genoma humano
estd formado por 3 x 10° parejas de nucledtidos, en 24 cromosomas (22 autosomas
diferentes y 2 cromosomas sexuales diferentes). Una célula humana somdtica contiene 46
cromosomas y 6 x 10° parejas de nucleétidos de ADN.

El ARN conitrola la sintesis de las proteinas en todo los organismos vivos y su estructura es
similar a la del ADN (Dowd et al.,1999), sin embargo esta compuesto de una sola hélice y
las bases uracilo remplazan a la estructura de las timinas del ADN. La sintesis de una
proteina implica copiar regiones especificas del ADN (los genes) en otro tipo de
policnucleétido quimica y funcionalmente diferente, conocido como &cido ribonucleico
(ARN). Al igual que el ADN, el ARN estd compuesto por una secuencia lineal de
nucledtidos, pero presenta dos pequefias diferencias quimicas respecto al ADN (1) el
esqueleto de azicar fosfato del ARN contiene ribosomas en lugar de desoxirribosa y (2) la
base de timina (T) estd sustituida por uracilo (U).

El ARN contiene toda la informacidn de la secuencia de ADN de 1a que ha sido copiado y
mantiene las propiedades del ADN de apareamiento de bases. Las moléculas de ARN se
sintetizan a traves de un proceso conocido como transcripeién del ADN en el que una de las
hebras actia como patrdn sobre el que se examinan las posibilidades de apareamiento de
bases de los ribonucledtidos. A los transcritos de ARN que dirigen la sintesis de moléculas
de proteinas, se les llama moléculas de ARN mensajero (ARNm). Otros transcritos de ARN
actian como ARN de transferencia (ARNt) o bien forman los componentes del ARN
ribosémico (ARNT) o particulas ribonucleoproteicas més pequefias involucradas en el
procesamiento o corte del ARN (sARN “small nuclear™).

Las células se reproducen duplicando su contenido y luego dividiéndose en dos. El ciclo de
division es el medio fundamental a través del cual todos los seres vivos se propagan. Los
detalles de [a divisidn celular puede variar, pero existen algunos requerimientos universales.
Lo primero y principal para que se produzcan un par de células hijas genéticamente
idénticas es que el ADN se duplique exactamente y que los cromosomas se segreguen en
dos células distintas. El ciclo celular comprende, como minimo, el conjunto de procesos
que una c€lula debe de llevar a cabo para cumplir estas funciones.

El ciclo celular de una célula eucarionte tradicionalmente se divide en varias fases distintas,
una de las fases es la mitosis. Durante la mitosis la envoltura del niicleo se descompone, los
contenidos del nicleo se condensan formando cromosomas visibles, y los microtibulos se
reorganizan formando el huso mitético que finalmente separard a los cromosomas. Mientras
tiene lugar el proceso de la mitosis, la célula parece detenerse brevemente en un estado
llamado metafase, en el cual los cromosomas, ya duplicados, se alinean en el huso mitético,
preparados para la segregacién. La separacidén de los cromosomas duplicados sefiala el
nicio de la anafase, durante 1a cual los cromosomas se trasladan a los polos del huso, donde
se descondensan y forman un nuevo niicleo. En la mayoria de las células, toda la fase M
s6lo dura una hora aproximadamente, lo cual es sélo una pequefia fraccidn de la duracién
total del ciclo. El periodo que transcurre entre una fase M y la otra fase siguiente es mucho
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mas largo y se conoce como la interfase. Esta fase es un periodo muy activo para la célula
en divisidn, durante la cual tienen lugar, siguiendo una secuencia muy ordenada,
complicados procesos de preparacién para la divisién celular. Particularmente en la
interfase tiene lugar la duplicacién del ADN en el nicleo y la sintesis de protefnas
necesarias para la divisién de la célula.

2.2 Control def ciclo celular

La maquinaria que controla el ciclo celular en los eucariontes estd compuesta de complejos
proteicos que son activados siguiendo un orden y desencadenando eventos tales como la
duplicacion del ADN, la formacion del huso mitético y la segregacién de los cromosomas.
Para su facil entendimiento, el ciclo de las c€lulas eucariontes se divide en cuatro fases: Gy,
S, Gy y M (Fig 9). La fase S es el perfodo de sintesis del ADN durante el cual de una
cadena, se origina una segunda copia del genoma. En la mitosis (M) las dos copias del
ADN ya como cromosomas condensados se segregan y la célula se divide en dos hijas
genéticamente iguales. Los periodos G, y G; son espacios temporales de preparacién
previos a la duplicacién del ADN v a la divisidn celular, respectivamente.

Existe ademds, un estado de “reposo” de las células que no se encuentran en proliferacion,
denominado Go, en donde el metabolismo principal de la célula se encuentra disminuido,
incluyendo muchos de los procesos usualmente activos como el de la transcripcion y de la
sintesis de proteinas. La falta de factores de crecimiento puede causar la salida de las
células del cicle y su entrada a Go, la estimulacion con factores de crecimiento a su vez,
puede inducir nuevamente la entrada al estado de proliferacién (Grafia y Reddy, 1995;
Weinstein y Zhou, 1997).

Para asegurar la integridad de la célula y de su material genético, los eventos que ocurren
durante el ciclo celular deber de seguir una secuencia definida, el término de ciertos eventos
debe preceder al comienzo de otros. Por ejemplo, la replicacién del ADN debe completarse
antes de que la mitosis inicie, para asegurar que ambas células reciban una copia completa
del genoma. Dentro del ciclo celular existen una serie de puntos de vigilancia o control para
verificar que el orden y el tiempo de los eventos sea el correcto (Murray, 1992). Estos
puntos de control, son los sensores que detectan problemas durante la progresién del ciclo y
que mediante una cascada de sefiales este mensaje llega a factores especificos que detienen
el ciclo celular, en algunos de estos puntos, el dafio puede ser corregido o bien se toman las

decisiones que llevan a la eliminacién de las células dafiadas (Hung et al, 1996; Murray,
1992},



2.3 Efectos que produce la radiacién ionizante en el material genético

La luz ultravioleta y especialmente varios tipos de radiacién ionizante son agentes que
inducen rompimientos en el ADN. En este contexto, se han estudiado los efectos de un
amplio rango de radiaciones, como rayos X, radiacién gamma, particulas alfa y beta y
nevirones. El rompimiento de las hebras del ADN ocasionado por la incidencia de la
radiacidn ionizante en la célula se manifiesta en la ruptura de los cromosomas. La radiacién
ionizante causa rompimientos cromosémicos en cualquier estado del ciclo celular mitético
o durante la meiosis, sin embargo es sumamente variable la vulnerabilidad de las diferentes
fases. Los resultados también son diferentes si la dosis de radiacién es aplicada durante un
tiempo corto o un periodo largo, o si esta dosis es fraccionada.

2.3.1 Aberraciones cromosomicas estructurales

El estudio de los rompimientos en los cromosomas esta intimamente conectado con la
investigacién de mutaciones génicas y con la capacidad carcinogénica. Los fragmentos que
se derivan del rompimiento cromosémico tienen la posibilidad de reunirse en su posicién
original tomando su configuracién normal o pueden no reunirse y los extremos de los
cromosomas con alto grado de adhesidn inespecifica pueden reunirse a otros fragmentos, lo
que puede dar origen a un alteracidn en la préxima mitosis (Fig 10).

Dependiendo de la fase en el ciclo celular donde se origina el dafio, la radiacién ionizante
puede producir en la estructura de los cromosomas dos tipos principales de alteraciones:
aberraciones de tipo cromosémico y aberraciones de tipo cromatidico.

a) Rompimientos y rearreglos cromosémicos

Si el DNA se rompe durante la fase G; (en la interfase temprana}, cuando el cromosoma
consiste de una sola cromdtida y el daiio puede ser perpetuado en S, en la siguiente
metafase ambas cromdtidas serdn afectadas (Geard, 1987). Un solo rompimiento puede
originar un cromosoma con un fragmento eliminado (delecién) y un fragmento acéntrico
(sin centrémero) que podria perderse en la siguiente mitosis, o si es incluido en el nficleo y
es duplicado, en la siguiente mitosis podria observarse como un doble fragmento.

Dos rompimientos en el mismo cromosoma podrian resultar en la formacién de un anillo
céntrico {incluye al centrémero) y un fragmento acéntrico (sin centrémero) o en un anillo
acentrico y una delecidn intersticial. En la metafase siguiente, el fragmento que no tiene
centrémero probablemente se perderd durante la mitosis, debido a que no serd atraido a
ninguno de los polos de la célula (Bender, 1963).

La formacidn de dicéntricos comprende el intercambio de dos cromosomas separados. Si un
rompimiento se produce en cada uno de los cromosomas durante la interfase temprana y los
fragmentos de cromosormas con capacidad de adhesidn inespecifica estén cerca uno de otro,
éstos pueden reunirse. Este intercambio se replicard durante la interfase de la sintesis del



ADN vy resultard un cromosoma con dos centrémeros (de aqui el nombre de dicéntrico) y
habrd también un fragmento acéntrico (Revell, 1983).

Otro tipo de cambio cromosdémico es la traslocacién simétrica que comprende un
rompimiento de dos cromosomas antes de replicarse y los extremos de los cromosomas
rotos se intercambian entre los dos cromosomas, Esta alteracion ha sido asociada con varios
tipos de cdncer atribuibles a la activacion de un oncogen (Hall et al., 1994).

Cuando hay una deleciodn intersticial la cual resulta de dos rompimientos en el mismo brazo
del mismo cromosoma, se pierde informacioén genética y esta alteracién estd relacionada

con ¢l desarrollo de cdncer, ya que material genético eliminado puede incluir a un gen
supresor (Hall et al., 1994).

b) Rompimientos y rearreglos cromatidicos

Cuando un rompimiento tiene lugar durante G, (interfase tardia), involucra solamente a una
de las dos cromadtidas. Un solo rompimiento produce un cromdtida rota y un fragmento
acéntrico. Algunas consecuencias posibles del rompimiento de cromdtidas en dos
cromosomas involucra a intercambios entre las cromadtidas para formar configuraciones
llamadas cuadriradiales (Evan,1962).

Los rompimientos que ocurren al final del ciclo celular en la fase G,, después de que los
cromosomas se han replicado, pueden también formar un puente anafasico, este ocurre
cuando en las dos cromdtidas del mismo cromosoma y los fragmentos adheribles pueden
reunirse en forma incorrecta para formar una unién de cromadtidas. Asf, durante la anafase,
los dos juegos de cromosomas se mueven hacia a los polos opuestos, la seccién de
cromatina entre los dos centrémeros es estirada a través de la célula ente los dos polos. Los
dos fragmentos pueden reunirse pero al no tener centrémero, es muy probable que se

pierdan durante la mitosis. Estas aberraciones son casi siempre letales para la célula (Hall et
al., 1994).

2.4 El gen p53

El gen p53 es un gen supresor que estd expresado en todas las células del cuerpo humano.
Este gen se localiza dentro del genoma humano en el brazo corto del cromosoma 17, en la
banda p13.1. Tiene una extensién de aproximadamente 20 kilobases.

El gen supresor p53 esta mutado en la mitad de casos de cdnceres humanos (Hollstein et al,
1991; Greenblatt et al, 1994). La inactivacién del gen puede resuitar en la divisién
descontrolada y finalmente conducir a enfermedades como el cdncer (Vogelstein y Kinzler,
1992). Se ha encontrado que en la mayoria de los tumores tanto humanos como inducidos
en modelos experimentales, existe la inactivacién de la proteina por mutacién en un locus

acompafiada generalmente por la pérdida de la funcién del alelo restante (Greenblatt et al,
1994).



2.4.1 Funciones de p53

El gen p33 participa en muchas funciones celulares como la reparacion del ADN, el proceso
de apoptosis, la diferenciacién, la divisién y la regulacién del ciclo celular (Levine, 1997).
Por estas funciones y por ser un componente importante en la respuesta ante la generacién
de un dafio en la célula, principalmente a nivel nuclear, se le ha considerado como un gen
“centinela” de la proliferacién celular del genoma humano.

El arresto del ciclo celular en los puntos de control Gy/S y Go/M, asi como la apoptosis que
se lleva a cabo en las células con dafio irreparable en su ADN son dos procesos claves
regulados por p53 para controlar la poblacién de células, tanto normales como cancerosas
(Donehower y Bradley, 1993; Ko y Prives, 1996; Levine, 1997).

2.4.1.1 Arresto del ciclo en la fase G;

Varios experimentos han demostrado que p53 estd involucrado en la interrupeidn del ciclo
en la fase Gy como respuesta a dafios al ADN causados por la exposicién a agentes como
las radiaciones, sustancias quimicas o especies reactivas de oxigeno. Estos agentes
producen un incremento en los niveles de la protefna P53 y en su actividad de unién al
ADN, que coincide con la inhibicién del ciclo en G, ¥ la consiguiente inhibicién de la
sintesis del ADN (Dohehower y Bradley, 1993). Estos fenémenos no son observados
cuando las c€lulas tienen p53 mutado, ni cuando las células son tratadas con agentes que no
dafian al ADN. La interrupcién del ciclo celular en el punto de control G/ S le da tiempo a
la célula para reparar el dafio antes de iniciar la replicacion del ADN. P53 activo (funcional)
logra detener el ciclo, mediante su unién al ADN y mediante la transcripcién de genes que
son los que detienen el ciclo.

2.4.1.2 Arresto del ciclo celular en el punto de control G,

P33 también participa en el bloqueo Gy, sin embargo su intervencién ha sido recientemente
definida (Zoe et al, 2001). Se sabe hasta el momento, que la detencién del ciclo celular en
G, se debe a la convergencia de cascadas de sefiales que inhiben la activacién de Cdc?2.
Después del dafio producido en el ADN, los miembros de la familia PI-3K incluyendo
ATM y ATR son activados e inician la transactivacién de sefiales que regulan la detencién
del ciclo celular en G;. ATM fosforila y activa Chk2 después de que las células han sido
expuestas a radiacién ionizante. En recientes investigaciones se ha mostrado que las células
que tienen deficiente al gen p53 se mantienen en arresto en Gz lo cual sugiere que las
sefiales mandadas por p33 no regulan los puntos de monitoreo en G, No obstante, la
expresién de p53 en ausencia de estrés celular induce la detencién del ciclo celular tanto en
los puntos de monitoreo G, como en G.. Ademis Jos genes p33 y p2l son necesarios para
la detencién de G, después de producirse un dafio en el ADN de las células. El mecanismo
de dependencia de p53 y de detencién de G, involucra la inhibicién inicial de la actividad

de la ciclina Bi- Cdc2 por p21 seguido de la reduccién de la ciclina Bl y de la de los
niveles de las proteinas Cde?2.



2.4.2. Apoptosis mediada por p53

Actualmente se ha descrito la participacién de p53 en una de las vias hacia la apoptosis, que
es inducida por la radiacion o por el tratamiento con agentes quimioterapéuticos o agentes
que dafian al ADN. Los mecanismos por los que p53 induce apoptosis en una célula, son
objeto de un intenso estudio ya que aun no son del todo claro, de hecho esta actividad de
p53 es la mds controvertida y discutida.

Cuando se tratan los cultivos de células con radiacién o con ciertos farmacos de forma tal
que causen un dafio masivo en el material genético, lo que se trata es de reproducir a
condiciones ambientales in vivo el dafio que tales agentes son capaces de producir en la
integridad del genoma y de los procesos celulares basales. La mejor opcién para proteger al
resto del organismo es llevar a la célula a un estado apoptético, ya que un dafio genético de
tal magnitud puede provocar la aparicién de estados patolégicos como es el caso del cdncer
(Smith y Fornace, 1996; Weinberg, 1985). Si las células neopldsicas formadas logran evadir

el proceso de apoptosis aseguraran su supervivencia y como consecuencia se desarrollard un
tumor.

P53 puede producir apoptosis de varias formas para lo cual utiliza las siguientes vias de
sefiales:

* Expresién elevada de la proteina P53. Los niveles altos de la protefna P53
comparados con sus niveles basales se asocia con la muerte de las células llevada a
cabo por el proceso de apoptosis.

= Genes activados por P53. Se sugiere que la muerte celular inducida por P53 en
algunos tipos celulares (Sabbatini et al, 1995; Attardi et al, 1996; Ko y Prives,
1996), al menos involucra la activacién transcripcional de los genes bax e igf-bp3.
El gen bax produce una proteina apoptética que inhibe el gen bcl-2 y como
consecuencia se produce el proceso de apoptosis. El gen igf-bp3 codifica para una
proteina que es un inhibidor del factor de crecimiento parecido a la insulina ( IGF).,
€ste mitégeno estimula de forma general la progresién del ciclo celular v al ser
anulada su actividad, se podria anular toda sefial de sobrevivencia ( Gottilieb y
Oren, 1996; Ko y Prives, 1996).

* Interaccion de la proteina P53 con proteinas de reconocimiento al daiio y
reparacion del ADN. Se ha planteado que la interaccién de P53 con otras proteinas
s necesaria para inducir apoptosis y muy probablemente también la detencidén del
ciclo celular. P53 puede interaccionar con las siguientes proteinas:

- ¢-Abl, que tiene accién de tirosina-cinasa, cuya expresién detienc ¢!
ciclg celular.



- ERCCZ Y ERCC3, son proteinas que forman parte del complejo del
factor de transcripcién basal TFHIL.  Estas proteinas estdn
tnvolucradas en sistemas de reparacién del ADN.

- Aim, es una proteina que pertenece al sistema de reparacion del ADN
en dafio producido por radiacién ionizante; esta proteina se encuentra
alterada en la enfermedad genética Ataxia Telangiectasia ( Levine,
1997; Bourden et al, 1997).

- Csb, es otra proteina que se encuentra involucrada en la reparacion
de ADN.

2.4.3 Detencidn del Ciclo celular o muerte celular, una decision de p53

En la actualidad se intenta resolver el dilema al que se enfrentan las células cuando
responden al dafio, ya sea induciendo un alto en el ciclo o la muerte celular. Esto significa
que P53 puede interactuar con blancos especificos en Gy y que en ciertas circunstancias
generan un bloqueo en la progresién del ciclo celular y en otras activan el programa suicida
(cuando el dafio al genoma es muy grande para ser reparado) por la activacién de genes
requeridos para la induccién de la apoptosis (como bax), o por la represién de genes (como
bel-2) cuyos productos suprimen el proceso apoptético.

Varios estudios estdn de acuerdo de que la decisién depende del tipo de células en estudio y
de que pueden existir distintos programas de trans-activacién de transcripcién de genes o
interaccidn con otras proteinas, que colaboran a su vez con otros mecanismos bioquimicos

y asi favorecer a una de las dos opciones (Gottlieb y Oren, 1996; Hansen y Braithwaite,
1996; Levine , 1997).

Diversos estudios se han realizado para resolver el dilema sobre qué via es elegida. Parece
que las proteinas apoptéticas y antiapdptoticas (Nifiez y Clarke, 1994; Smith y Fornace,
1996) constituyen la via principal de decision entre 1a vida y la muerte.
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CAPITULO 111

Fundamentos para el analisis de la proteina P53

Frecuentemente, los linfocitos de sangre periférica de humanoe son usados como modelo
para evaluar genotoxicidad (dafio al ADN causado por factores fisicos o quimicos) ya que
resulta facil tanto su manejo i vitro como en la obtencién de las muestras.

Los linfocitos pertenecen a una clase de globulos blancos que son las células responsables
de la especificidad inmunitaria. Se encuentran en grandes cantidades en la sangre, en la
linfa (el liquido incoloro de los vasos linfaticos que conectan los nddulos linfaticos del
cuerpo) v en los organos linfoides especializados como el timo, los nédulos linfaticos, el
bazo y el apéndice (Bruce, 1996).

En el afio de 1960 se descubrié que la respuesta inmunolégica estd mediada por dos clases
diferentes de linfocitos: las células T que se originan en el timo y son responsables de la
inmunidad celular, y las células B, que en los adultos se originan en la médula dsea y en el

feto en el higado y producen los anticuerpos que son los responsables de la inmunidad
(Bruce, 1996).

El cultivo de los linfocitos es el primer paso para el analisis de la proteina P53. Este
consiste en su cuantificacién mediante alguno de los métodos colorimetricos conocidos,
Bradford o Lowry, en la separacién de las proteinas por sus pesos moleculares a través del
proceso de electroforesis y en la deteccion de la proteina mediante el método de
inmunodeteccion (Western Blot).

A continuacion se describe el proceso global que se lleva a cabo para la deteccidn de la
proteina P53.

e Proliferacion celular de los linfocitos. El progreso de las células T estimuladas por
mitégenos (sustancias que inducen a la célula a dividirse) a través del ciclo celular,
requiere muchos eventos moleculares que ain no son totalmente conocidos. Sin
embargo, los datos indican que después de la estimulacion con mitdgenos, las células en
estado G, entran a la fase G, del ciclo celular cuando estas poblaciones celulares
producen y expresan receptores para la interleucina tipo 2 (IL-2). La interaccién de la
IL-2 con el receptor de IL-2, se requiere para la expresién del receptor transferina, asi
la uni6n de la transferina a su receptor durante la fase G, tardia permite a las células T
realizar la transicion de G, a S. Se ha reportado que la expresién del protooncogene c-
myc representa un evento temprano en la activacion de los linfocitos estimulados con
fitohemaglutinina y que puede tener un papel importante en la transicién de G, a G,
(Reed et al, 1985). La fitohemaglutimina es una glicoproteina de origen vegetal (frijol)



y es especificamente mitogénica para los linfocitos de tipo T. Esta sustancia se une a la
N-acelgalactosamina de los carbohidratos presentes en la membrana celular.

El analisis y la deteccién de la proteina P53 se realiza a través de los siguientes pasos. Los
dos primeros pertenecen al andlisis de la proteina mientras que los restantes forman parte
del proceso de deteccion de la misma.

» Cuantificacion de las proteinas a través del método de Bradford. El método de
Bradford es uno de los métodos colorimétricos mas usados para determinar la
concentracion de la proteina. Dicho método cuantifica la unidén de una sustancia de
color azul [lamada azul de coomassie con una proteina desconocida y compara dicha
union con aquella que resuita de diferentes cantidades de proteina estandarizada (Bruce,
1996).

e Separacion de los pesos moleculares de las proteinas mediante un proceso de
electroforesis. Las proteinas suelen tener una carga neta positiva o negativa, que refleja
la de los aminoacidos cargados que contienen. Si se aplica un campo eléctrico a una
solucién que contenga una molécula protéica, la proteina migrard a una velocidad que
dependera de su carga neta, de su tamafio y de su forma. Esta técnica es conocida como
electrofdresis (Bruce, 1996).

A mediados de 1960 se desarrollé una version modificada de este método conocido como
electroforesis en gel de poliacrilamida. Este procedimiento es mas poderoso que cualquier
otro método anterior de analisis de proteinas, principalmente debido a que puede utilizarse
para separar todos los tipos de proteinas, incluyendo las que sean insolubles en agua.
Debido a que el método separa las proteinas en funcién de su tamafio, también proporciona
informacién sobre el peso molecular y la composmmn de subunidades de cualquier
complejo proteico (Bruce, 1996).

Las proteinas que se encuentran en un gel de poliacrilamida se separan por su peso
molecular en respuesta a un campo magnético. Las proteinas se detectan facilmente
tifiendo el gel con un colorante como el azul de coomassie. Las diferentes proteinas se
observan en forma de bandas. Estas pueden ser identificadas por anticuerpos, sin embargo
resulta dificil para los anticuerpos difundirse en los geles de poliacrilamida, por lo que las
proteinas deben transferirse a membranas de nitrocelulosa (Bruce, 1996).

e Transferencia de las proteinas de los geles a membranas de nitrocelulosa. Es
necesario transferir las proteinas de los geles a membranas de nitrocelulosa (Blotting),
donde las proteinas son mas facilmente reconocidas por un anticuerpo especifico.

o Bloqueo de todas las proteinas excepto de la proteina P53. Mediante la electroforesis
se llevo a cabo la separacién de todas las proteinas. Debido a que P53 es la proteina de
interés se utiliza una solucién que bloquea el resto de las proteinas.

e
n



o  Deteccion de la proteina P53 a través de anticuerpos especificos. Consiste en usar un
anticuerpo que se acopla a las proteinas P53 que a su vez son reconocidas por un
anticuerpo anti IgG (inmunoglobina G) unida a una enzima llamada peroxidasa.

» Deteccion de la proteina a través del método quimioluminiscente. La Luminiscencia
se define como la emisién de luz que resulta de la disipacién de energia de una
sustancia que se encuentra en un estado excitado. En la quimioluminiscencia, la
excitacion es el resultado de una reacciéon quimica. El luminol es una sustancia cuya
oxidacion se produce cuando la enzima peroxidasa se encuentra en presencia del
perdxido de hidrégeno, dicha oxidacidn coloca al luminol en un estado excitado que al
decaer al estado base emite luz. Esta sefial quimioluminiscente, puede ser intensificada
1000 veces y es posible que se prolongue su tiempo de emision al hacer que la
oxidacion del luminol ocurra en presencia de los intensificadores llamados fenoles. El
méaximo de emisién ocurre entre 5 y 20 min después de la reaccion quimica entre el
luminol y los fenoles,; después, decae lentamente con una vida media de 60 minutos. La
maxima emisién de luz ocurre a una longitud de onda de 428 nm. La luz emitida por la
reacciéon quimioluminiscente se capta en una placa radiografica que estd en contacto
con las membranas de nitrolceluiosa dentro de un chasis. Inmediatamente después, se
hace el revelado y fijado de la imagen en la pelicula. La cuantificacion de dicha proteina
se hace mediante la lectura de la densidad Optica de la pelicula radiogréafica utilizando
un densitémetro.

Con base en lo anterior, es necesario mencionar que en experimentos anteriores de la
deteccion de la proteina P53 a través del proceso quimioluminiscente, realizados en el
laboratorio de Genética y Toxicologia Ambiental del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM, se encontraron variabilidades en la densidad 6ptica en los
estudios de diferentes individuos.

Tales variabilidades pueden deberse, no sdlo a factores bioldgicos intrinsecos de los
donadores, sino también a pardmetros fisicos de la técnica de deteccidén que no fueron
controlados. La temperatura del revelador, el tiempo de revelado, el uso de un revelador
nuevo o el sobreuso del mismo, asi como el tipo de peliculas autoradiograficas, pueden ser
factores importantes que deben ser tomados en cuenta para tener una mayor confiabilidad
en la interpretacidn biolégica de cualquier resultado obtenido por este método.

Con el objetivo de reducir las variabilidades observadas en las densidades Opticas, se
establecid en el laboratorio un protocolo de trabajo del proceso de deteccidon de la proteina
P53. Bésicamente se estudiaron en detalle los factores que determinan la densidad dptica de
la pelicula radiogréfica: el tiempo de exposicién de la pelicula autoradiografica (contacto
con las membranas de nitrocelulosa), la temperatura del revelador y el tiempo de revelado

Para entender la importancia que tiene el control de estos parametros es necesario conocer
el principio fisico de la formacidn de la imagen en la pelicula radiogréfica.



3.1 Principio fotogrifico

La formacion de la imagen latente es uno de los conceptos fundamentales que ayudan
entender el pnincipio fotografico.

Base

Toda pelicula radiogrifica consta de una base de poliéster, cuyo espesor es de
aproximadamente 150 pm. Este material es el que da la estructura de soporte a los otros
componentes de [a pelicula y no participa en el proceso de formacion de la imagen
{Dowsett, 1999).

Emuision

La emulsidn es el componente activo en el cual la imagen es formada y consiste de muchos
cristales pequefios de halogenuros de plata suspendidos en un medio gelatinoso. El
halogenuro de plata es un compuesto sensible a la luz que posee una estructura cibica
cristalina. Dichos halogenuros resultan de la reaccion quimica entre nitratos de plata y
halogenuros alcalinos (Dowsett, 1999).

Los diferentes halogenuros de plata tienen propiedades fotograficas, pero una sustancia que
es usada tipicamente en las peliculas de imagenologia clinica, es el bromuro de plata. El
bromuro de plata se presenta en forma de cristales y granos y cada uno contiene del orden
de 10° 4dtomos. Los granos de halogenuros de plata son figuras irregulares parecidas a
pequefias piedras o granos de arena (Dowsett, 1999).

3.1.1 Formacién de la imagen latente
La formacion de la imagen latente se lleva a cabo en 2 etapas.

La primera tiene lugar cuando, la luz al incidir sobre la pelicula radiografica excita a los
atomos de ésta. El fotdn incidente arranca electrones de los dtomos de la pelicula. Estos
electrones se¢ mueven a las imperfecciones de la red cristalina ocasionando que ésta
adquiera carga negativa. Las imperfecciones a su vez atraen a 1os iones de plata, los cuales
tienen carga positiva. Cuando tales iones se aproximan a las imperfecciones, son
neutralizados por los electrones. Esto hace que los iones de plata se conviertan en atomos
de plata metélica. Si este proceso se repite varias veces dentro de un solo grano, el
conglomerado de plata metalica en las imperfecciones del cristal, llega a formar un arreglo
permanente. El nimero de granos en la emulsion que alcanzan este estado dependera de la
exposicion total de la pelicula. Los granos que reciben suficiente exposicién para formar
cambios permanentes no son visiblemente distinguibles de los granos no expuestos, pero
resultan ser m4s sensibles a la accién del revelador quimico, entonces las imperfecciones se
convierten en concentraciones de atomos de plata, los cuales son centros potenciales de
revelado que contienen la informacién en la forma de una imagen latente (Dowsett, 1999).
(Fig 11),



La segunda etapa consiste en el proceso quimico que convierte la imagen latente, en una
imagen visible, dentro de un intervalo de tono de gris. Dicha etapa esta formada de tres
procesos, el proceso de revelado, fijacidn y lavado (Dowsett, 1999).

3.1.2 Proceso de revelado

La imagen latente no visible es convertida en una imagen visible por el proceso quimico de
revelado. La solucion reveladora provee electrones que migran a los granos sensibilizados y
convierten alos iones de plata en atomos de plata metalica. E1 conjunto de varios dtomos
de plata se observa como manchas negras visibles en la imagen (Dowsett, 1999).

Las peliculas radiograficas, generalmente son reveladas en procesadores automaticos. En un
procesador convencional, la pelicula permanece en el revelador de 20 a 25 segundos.

Aunque existen diferencias en la composicién quimica de los reveladores ofrecidos por
varios fabricantes, la mayoria contiene los mismos reactivos quimicos. Cada reactivo tiene
una funcién especifica en el proceso de revelado. El revelador realiza las siguientes
funciones (Dowsett, 1999):

Reduce

La reduccion quimica de los granos de bromuro de plata expuestos a la luz es el proceso
que los convierte en granos de plata metdlica. Esta reaccién comtGnmente es llevada a cabo
por dos sustancias quimicas, fenidona e hidroquinona. La primera es la mas reactiva y
produce principalmente la mitad de la porcién mas baja de la escala de gris. La segunda
genera las &reas més oscuras en la imagen.

Activa

La funcién primaria del activador, carbonato de sodio, es suavizar y dilatar la emulsién para
que los reductores puedan alcanzar los granos expuestos.
Restringe

El bromuro de potasio se usa generalmente como moderador. Su funcién es regular y
controlar Ia tasa de revelado.

Preserva
El sulfato de sodio es uno de los preservadores mas usados, ayuda a proteger a los agentes
reductores de la oxidacidn ya que los agentes estén en contacto con el aire, También

reacciona con los productos de oxidacién para reducir su actividad.

Endurece

La glutaraldehido es usada como endurecedor para retardar la dilatacion de las emulsiones.



3.1.3 Proceso de fijacién

Después del revelado, la pelicula se sumerge en una solucién fijadora. El fijador es una
mezcla de varios quimicos que desarrollan las siguientes funciones.

Neutralizar

Cuando la pelicula es retirada de la solucidn reveladora, el proceso de revelado continlia
porque la solucién fue absorbida por la emulsion. Es necesario detener este proceso para
evitar un sobrerevelado y la formacién de niebla en la pelicula.

Aclarar

El fijador también aclara los granos de halogenuros de plata no revelados en la pelicula. Se
usa amonio y tiosulfato de sodio para este proceso.

Preservar
Se usa sulfito de sodio en el fijador como preservador.
Endurecer

El cloruro de aluminio se usa cominmente como endurecedor. Su funcién primaria es
encoger y endurecer ia emulsion.

Lavado

Una vez que la pelicula ha pasado por el fijador, se debe lavar para quitar el tiosulfato que
pudo haber quedado.

Secado

El secado es 1a ultima fase del proceso de revelado y consiste en hacer pasar la pelicula por
un flujo de aire.

3.2 Sensitometria de una pelicula radiografica

La respuesta cuantitativa de una pelicula fotografica al ser expuesta a un tipo de luz, asi
como varias propiedades asociadas a la calidad de una imagen se puede conocer a través de
su curva caracteristica (Sprawls, 1987). Cuando la pelicula es expuesta a la fuente de luz de
un sensitdmetro calibrado quedara impresa la imagen de una escala graduada que estd
formada por 21 pasos Opticos que se diferencian entre si por su opacidad. Cada paso
optico representa un incremento del 0.15 en el logaritmo de la exposicién. Esta se define
como ¢l numero de fotones por unidad de drea (intensidad de la luz). Este cambio en la
exposicion prolonga el intervalo de la densidad dptica tipica de la pelicula radiografica. Por



consiguiente, los 21 pasos cubriran el intervalo LogE desde 0 a 3. Los diferentes pasos son
medidos usando un densitémetro calibrado.

El densitémetro calcula la densidad dptica a través de la siguiente expresion:
]()
DOZLOS]O(—]“) (18)

donde:
DO= Densidad éptica
I, = Intensidad de la luz incidente

I = Intensidad de la luz transmitida en el 4rea de la regién de la pelicula expuesta a la luz
del sensitémetro.

Esta ecuacion resulta de! siguiente principio fisico:

Sea a el 4rea promedio (cm’/grano) que se obscurece por un cada grano de plata
desarrollado, y n es el nimero de granos desarroliados por cm” de la pelicula(Attix, 1986),
entonces se tiene que:

j _ J,oe_ﬂn (1 9)

Al aplicar la funcién logaritmica de ambos lados de la igualdad de la ecuacién 19 se
obtiene la densidad optica:

DO = Iog10£1;) = anlog,, ¢ = 0.4343an (20)

Esta igualdad se cumple siempre que n<< N, donde N es el nimero de granos de AgBr por
unidad de é4rea en la pelicula no irradiada.
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3.3 Componentes de la curva caracteristica

Al graficar las densidades épticas de los diferentes pasos de la imagen como funcién de la
exposicion se obtiene la curva caracteristica de la pelicula radiogréfica, en la cual se
observan las partes m4s importantes que la constituyen (Dowsett, 1999) (Fig 12).

Base + niebla. Es la densidad éptica correspondiente al “ruido”en la pelicula, causado
principalmente por efectos térmicos.

Valor umbral. Este valor marca la exposicién mas baja que da un valor de densidad 6ptica
mayor que ¢l de base+ niebla.

Punta. Laregion punta es la porcion no lineal de exposicion mas baja de la curva .

Pendiente. La pendiente de la curva en la region lineal describe las propiedades més
importantes de la pelicula. La pendiente de la curva determina el contraste de la pelicula.

Hombreo. Esta es otra regién de respuesta no lineal, cuando todos los granos de la pelicula
han sido saturados y donde cambios en la exposicién ya no inducen cambios en la densidad
optica.

Otra importante caracteristica de las peliculas radiograficas es la sensibilidad. Esta se define
como la capacidad de respuesta de la pelicula al ser expuesta a una determinada cantidad
de luz. En la figura 13 se observan dos curvas caracteristicas Ay B, ésta dltima se
encuentra mas desplazada hacia la derecha que la curva A, es decir, responde a niveles de
eXposicién mayores a los que responde la pelicula de la curva A. Por consiguiente, las
curvas caracteristicas de las peliculas mas sensibles (A) se desplazaran hacia la izquierda
mientras que las curvas pertenecientes a peliculas menos sensibles (B) se desplazaran hacia
la derecha sobre el eje de las X (Dowsett, 1699).

Los pardmetros que pueden ser medidos en una curva caracteristica son:
* Base + niebla

* Pendiente (contraste)

» Posicién de la curva (sensibilidad)

Estos pardmetros s¢ modifican cuando los tiempos de revelado y de temperatura cambian.

Para optimizar el contraste y la sensibilidad de cada tipo de pelicula es recomendable
trabajar a la temperatura del revelador y el tiempo de revelado que el fabricante sugiere.
Para diferentes temperaturas la pendiente de la curva , la sensibilidad v la base+ niebla

cambian (Dowsett, 1999},

Es importante mencionar que la curva obtenida de los pasos sensitométricos puede ser
utilizada rutinariamente para examinar la calidad de los procesos de revelado para el
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mismo tipo de pelfcula o para evaluar las diferencias entre varios tipos de peliculas bajo
condiciones de procesos semejantes (Dowsett, 1999).
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CAPITULO IV

Disefio experimental

4.1 Diseiio Experimental (Parte fisica)
4.1.1 Caracterizacién dosimétrica del irradiador Gammacell-200,

Los linfocitos humanos fueron irradiados en el Gammacell ~200 del Instituto de Ciencias
Nucleares (ICN), UNAM. Este irradiador esta formado por 24 fuentes de “Co que emiten
rayos gamma con energias de 1.17 y 1.33 MeV, en el 100% de las desintegraciones. Las
fuentes son de forma cilindrica y tienen una altura de 32 cm. Cada fuente contiene 5
pequefias barras de ®“Co encapsuladas individualmente con acero inoxidable y soldadas al
cilindro. Las fuentes se encuentran distribuidas en un contenedor anular que se localiza en
el interior de la unidad (Fig 14). La mitad de la altura de la camara de irradiacion coincide
con la mitad de la altura de la fuente.

Las muestras son irradiadas dentro de una cavidad llamada camara de irradiacion, cuyo
didmetro y altura son: 8.6 cm y 14 cm, respectivamente. Esta cavidad se localiza en la parte
central de un émbolo cilindrico de acero inoxidable que se puede mover verticalmente a
través del centro de la fuente hasta la posicion de irradiacidon. Esto se hace mediante un
motor eléctrico accionado por controles automaticos localizados en la parte frontal del
irradiador (Fig 15)

La calibracién dosimétrica del irradiador Gammacell-200 para la irradiacion de linfocitos
humanos consistié en medir la tasa de dosis a diferentes alturas en la cdmara de irradiacién.
Esto se hizo usando dosimetros TLD-100 y utilizando la pelicula de tinte radiocromico
HD810. Es importante mencionar que la calibracién de la fuente de cobalto 60 que
pertenece a la unidad Gammacell-200 fue realizada con base en la determinacion de la
razon de dosis en la parte central de la cAmara de irradiacion utilizando el dosimetro Fricke
(Garcia, 1979), ademas de considerar la informacién que se puede obtener de las curvas de
isodosis de la camara de irradiacion (Manual de irradiador Gammacell-200, 1975).

4.1.2 Irradiacién de los dosimetros TLD-100

Previamente a la irradiacién, 9 dosimeiros TLD-100 se hornearon durante | hr a 400 °C en
un horno automadtico para borrar cualquier sefial capturada por los dosimetros antes de su
uso. Un dia después, 4 de estos dosimetros se colocaron uno por uno entre dos placas de
lucita de 7 mm de espesor para asegurar equilibrio de particula cargada (EPC) durante la
irradiacién. Cada una de las lucitas se coloc6 a 3 cm de la cdmara de irradiacion y se irradi6
a2, 4.6y 8 Gy. Luego, con el proposito de conocer la tasa de dosis a diferentes alturas, se
irradiaron 5 dosimetros TLD-100 del mismo lote, a 4 Gy. Estos se colocaron en el centro
del interior del tubo cdnico v a lo largo de éste. Los dosimetros se sostuvieron en el centro
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del tubo con pedazos de algodén. El tubo cénico se colocd en el interior de una funda
cénica de lucita de 2.5 mm de espesor y 12 ¢cm de altura. Esto se hizo con la finalidad de
asegurar EPC (Fig 16). Dicho tubo fue irradiado en el centro de una base de unicel de 3 cm
de altura y 8.6 cm de diametro. La base de unicel se colocd en la base de la camara de
irradiacion. Al dia siguiente todos los dosimetros irradiados se leyeron en el equipo lector
Harshaw 3500. Este equipo posee una plancheta, zona donde se colocaron y se calentaron
uno por uno los cristales. La luz emitida por el dosimetro al ser calentado llegd a un tubo
fotomultiplicador que la convirtid en una sefial eléctrica, la amplifico e integrd en el tiempo
y se obtuvo la carga total. Para integrar la sefial se fij6 la rapidez con la cual fueron
calentados los dosimetros, es decir, la tasa de calentamiento (q) constante, asi como un
intervalo de temperatura, ventana de integracion, para integrar la sefial desde una
temperatura inicial (T,) hasta una temperatura (T,). La sefial emitida por debajo de T, y por
arriba de T, no contribuyeron a la sefial integrada.

Las condiciones de operacién del equipo 3500 fueron:

Tasa de calentamiento: 10 C/s

Voltaje de operacién: 891V

Suministro de gas nitroégeno

Temperatura promedio del [aboratorio: 19 C

El pardmetro dosimétrico medido en este trabajo es la cantidad total de luz emitida
transformada a carga eléctrica (uC) por el tubo fotomultiplicador.

Se hizo la curva de calibracién de los dosimetros TLD 100 irradiados con rayos gamma de
1.25MeV a2,4,6y8Gy.

4.1.3 Irradiacion de la pelicula HD810

Se uso6 la pelicula HD810 para medir la tasa de dosis a diferentes alturas en la cadmara de
irradiacién. En el interior de un tubo cénico se colocd una tira de 12 cm de Jargo x 0.5 cm
de ancho de dicha pelicula. Dicha tira estaba marcada a diferentes alturas (3, 5.3, 6.4, 7.7,
10, 11.1, 12.4, 14 ¢m). Se puso algodén en los lados de esta tira para mantenerla fija dentro
del tubo. Este también se irradié con la funda de lucita para cumplir con ¢l EPC (Fig 16 ) ¥
se coloco sobre la base de unicel en el centro de la camara de irradiacién. La pelicula fue
irradiada a 100 Gy y su respuesta se determind 48 hrs después de la irradiacién. Para
determinar la respuesta de la pelicula irradiada se utilizé6 un escaner y con el programa
Osiris se delimita en la pantalla de la computadora las regiones previamente marcadas y
escaneadas. Dicho programa proporciona el tono de gris de la region que se marca. Es
importante mencionar que el programa Osiris se utiliza bajo condiciones y parametros ya
establecidos, tales como el nivel de filtro azul, verde vy rojo, asi como el nimero de pixeles
en los que se escanea la imagen. Dicha condiciones son las mismas cada vez que se escanea
una pelicula. Una vez que se conoce el tono de gris de cada regién de la pelicula se
determina su respuesta individvual mediante la ecuacidén 14,
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Para determinar la dosis correspondiente a la respuesta de cada region delimitada en la
pelicula, se utilizé una curva de calibracion de las peliculas HD810 irradiadas con rayos
gamma de 1.25 MeV. Finalmente se graficaron los valores de la respuesta vs dosis y se hizo
un ajuste lineal de los puntos experimentales. Con los valores de las variables de la recta y
=mx + b y despejando a la variable x, se obtienen los valores de la dosis recibida en cada
una de las regiones marcadas en la pelicula, En el caso de este experimento se tiene que:

Y(uC)=0.0017X(Gy) (21)
donde Y = respuesta y X = dosis.

El comportamiento de la tasa de dosis a lo largo del eje Y obtenidos de la dosimetria
hecha con la pelicula HD810 y con ia de los dosimetros TL se compararon con el
comportamiento que muestran las curvas de isodosis que ofrece el manual del fabricante
(Figura 17).

4.2 Diseiio experimental { Parte biologica)
4.2.1 Cultivo de linfocitos

Los linfocitos humanos se obtuvieron de tres donadores sanos. En tubos conicos estériles, 3
x 10° linfocitos en promedio fueron incubados en medio RPMI-1640 suplementado con
aminodcidos no esenciales, glutamina y 15 % de suero fetal bovino (SFB). Se adicioné a los
cultivos 200p1 de Fitohemagiutimina (PHA) en un volumen total de 5 ml. Después de 24
hrs de cultivo, las células se irradiaron a las dosis de 2, 4 y 6 Gy. Después de hacer el
cultivo de los linfocitos que serfan irradiados, se congelaron linfocitos en estado GO (Gyl)
para hacer después la extraccién de su proteina. Al mismo tiempo se realizé también un
cultivo de linfocitos (G,2) al cual no se le adicioné fitohemaglutimina y permanecid en la
incubadora 48 hrs {24 hrs de proliferacién y 24 hrs después de darle tratamiento al resto de
los cultivos).

Dado que los tubos irradiados estarian fuera de la incubadora durante un lapso promedio de
40 min (tiempo que dura el desplazamiento al ICN y el de la irradiacién de las muestras) se
utilizaron dos tubos como controles (C1 y C2), el C1 permanecié en la incubadora durante
el tiempo que durd la irradiacién junto con el tubo al que se le daria tratamiento con AcD,
mientras que el C2 permanecid bajo las condiciones de los tubos irradiados. Los cultivos de
linfocitos se irradiaron de la misma forma como se irradiaron los dosimetros TL y la
pelicula HD810. Después de la irradiacién y del tratamiento con AcD, los cultivos se
metieron a la incubadora y 24 hrs después se centrifugaron durante 10 min a 3200 rpm, se
descarto el sobrenadante (liquido que resulta después de la centrifugacion).
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4.2.2 Extraccion de la proteina

El boton celular se resuspendio en 1 ml de PBS con azida. Los linfocitos se pasaron a tubos
eppendorf y se centrifugaron a 10000 rpm durante 3 min. El botén celular se resuspendié en
una solucién de inhibidores de proteasas (aprotinina, PMSF, ortovanadato y azida), luego se
dejaron incubar en hielo durante 1 hr. Posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm durante
20 min. El sobrenadante fue recuperado, se tomaron 5 pl de esta muestra para hacer la
cuantificacidn de la proteina por el método de Bradford.

4.2.3 Cuantificacion de la proteina por el método de Bradford

Para la cuantificacidn de la proteina por el método de Bradford, se hizo en primer lugar una
curva estandar de albimina. Esta curva se obtuvo colocando en diferentes tubos eppendorf
0, 10, 20, 40 y 80 ul de albimina. Después, a cada uno de los tubos se le agrego 1 ml de
colorante Bradford y se incubd durante 2 min. En una celdilla de cuarzo se midi6 la
absorbancia (595nm) en el espectrofotometro. A las muestras que contenian 5 pl de la
resuspension de proteinas se les adiciond 95 ul de clorure de sodio y se midid la
absorbancia. Luego, con el programa estadistico Graphplot se graficd la absorbancia de
cada una de las concentraciones de la curva de albumina vs la concentracion y se ajusto una
recta a estos datos. Con esta curva de calibracién y dando los valores de absorbancia al
programa estadistico de cada una de las muestras, se obtuvo la concentracion de proteina.

4.2.4 Deteccién de la expresién de la proteina P53 en linfocitos de sangre periférica
humana por medio de la técnica de Western Blot,

Para la realizacién de las inmunodetecciones, se calentaron 40ug del lisado total de
proteinas durante 5 minutos en una solucién amortiguadora de muestra para corrimiento (2
% de SDS, 80 Mm DE Tris PH 6.8, 10 % de glicerol, 5% de mercaptoetanol y 0.01 % de
azul de bromefenol). Posteriormente, las proteinas fueron separadas en un minigel al 12%
de SDS-policrilamida (Mini Protean, Bio Rad) v transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Mini Trans-Blot). La membrana fue blogueada con leche en polvo baja en
grasas (1 %) y en albimina sérica (1%), se incubd durante 24 hrs con 1 pg/ml del
anticuerpo anti-p53 nuevo (Santa Cruz Biotechnology). El blot fue lavado tres veces
durante 15minutos con una solucién de tween al 0.1 % en TBS, finalmente la membrana
fue incubada por 1 hr con un anticuerpo anti- IgG de ratén acoplado a peroxidasa
(Amersham) diluido 1: 3000. La membrana nuevamente fue lavada tres periodos de 15
minutos, el blot fue revelado con el método de quimioluminiscencia ECL (Amersham).
Paralelamente, las membranas se incubaron con un anticuerpo anti-actina. La deteccién de
la proteina actina se usé como control de expresién constitutiva y cargado del gel.

4.3. Sensitometrias
Para llevar a cabo el protocolo de trabajo del proceso de revelado, la sensitometria de las

peliculas Kodak e Hiperfilm se hizo variando el tiempo de revelado y la temperatura del
revelador. Las sensitometrias se hicieron utilizando un sensitometro dual. Estas peliculas

49



fueron expuestas a la luz azul del sensitometro cuya longitud de onda es de 455 nm. Las
primeras permanecieron en el revelador durante 12 seg, 15 seg, 18 seg, 4 min, S miny 6
min, mientras que las segundas se mantuvieron en el revelador durante 12 seg, 15 seg, 30
seg, 1 min y 2 min. Todas las cintas sensitométricas se dejaron en el fijador durante 5 min y
después se hizo el lavado de la pelicula dejando caer un chorro continuo de agua sobre la
pelicula. Este procedimiento se aplicod a todas las peliculas en las que se usd un revelador
nuevo cuya temperatura era de 20 °C y 27 °C. La temperatura de éste se midié con un
termometro digital. Se utilizd aire acondicionado para que tanto el cuarto de revelado como
el revelador alcanzaran una temperatura de 20 °C.,

La temperatura del revelador se controlé sumergiendo en agua a la temperatura deseada la
solucién reveladora. Posteriormente, con un densitémetro calibrado se determind la
densidad éptica de cada una de las bandas de la tira sensitométrica y despues se graficd la
curva caracieristica.
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. Irradiador Gammacell 200 (Instituto de Cienvias Nucleares UNAM). La
wia de un conjunts de fuentes de ¥Co que se encuentran en el interior dul
Jo Bl émbolo en donde estd la navided tiene un orificio {2) donde o5 posible
cables o tubos delgados para la irradiacidn de lquidos a flujo continuo o en dis-
peciales. Bu el tablero (3) de la unidad se encuentran los controles (4), tamto
tar of émbolo, como para la medicidn automética del tiempo de irradiacidn,
w control manual del émbolo {5}, un escaldn de acceso (8), un interruptor de
7] y la tapa de la cavidad {8). rigwa ytass de  tesis de Licenciatura e Garcia Colm Crsting 1595
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CAPITULO V

Resultados

5.1 Resultados de la caracterizacion dosimétrica del irradiador Gammacell-200

En la figura 19 se comparan los valores experimentales de la tasa de dosis respecto de los
valores nominales. En esta figura se observa que la tasa de dosis aumenta a medida que se
incrementa la altura en el eje vertical de la camara de irradiacidén. La tasa de dosis méxima
se obtiene a 7 cm de la base de dicha cdmara. Estos resultados corroboran que ia tasa de
dosis maxima se alcanza a una altura igual a la mitad del largo de cada fuente. Las medidas
experimentales (HD810, TLD-100) resultan ser consistentemente mayores que las
nominales, sin embargo la dependencia de la dosis con la altura es la esperada.
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Fig. 19. Comparacion de los valores experimentales y nominales de la tasa de dosis.

5.2 Resultados de las sensitometrias

Se encontré que la densidad optica de la pelicula Kodak al revelar durante 12 segundos
puede reducirse a la tercera parte de la densidad dptica que se obtiene con 2 min de
revelado, si la temperatura del revelador es de 27 °C (Fig 20).

La Fig 21 muestra resultados para la pelicula Kodak revelada a 20 °C. En este caso, acortar
el tiempo de revelado por debajo de 20 seg produce densidades épticas que son inferiores a
la mitad del maximo valor posible. Para la pelicula Kodak la méxima densidad optica se
obtiene a 27 °C y a un tiempo de 2 min.



Un efecto similar se observa con la pelicula Hiperfilm. A 20 °C (Fig. 22) grandes
diferencias en densidad optica se observan para tiempos de revelado largo y corto. En un
factor de seis difiere la densidad o6ptica si se revela solo durante 12 seg respecto de 6
minutos. A 27 °C (Fig. 23) la dependencia es mucho mds débil aprecidndose una
disminucioén del 20% al reducir el tiempo de revelado de 2 min a 12 seg.

Estos resultados sugieren que el revelado de la pelicula Hiperfilm a 27 °C presenta menos
variabilidad en la densidad dptica como funcidn del tiempo de revelado.

La figura 24 muestra el efecto de usar un revelador usado (en promedio seis veces) para
procesar la pelicula Kodak. La densidad optica se reduce en un 20% con este uso de los
liquidos. |

En la figura 25 se observa que los valores en la densidad éptica no cambian al procesar la
pelicula Hiperfilm con un revelador nuevo ¢ usado.
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Fig. 20. Sensitometria de la pelicula Kodak. Para el revelado de estas peliculas se usé un
revelador nuevo cuya temperatura era de 27 °C. La cinta sensitométrica se dejo en el
revelador el tiempo que se indica en la figura.
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Fig. 21. Sensitometria de la pelicula Kodak. Para el revelado de estas peliculas se usé un
revelador nuevo cuya temperatura era de 20°C. La cinta sensitométrica se dejo en el
revelador el tiempo que se indica en la figura.
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Fig 22. Sensitometria de la pelicula Hiperfilm. Para el revelado de estas peliculas se usé un
revelador nuevo cuya temperatura era de 20 °C. La cinta sensitométrica se dejé en el
revelador el tiempo que se indica en la figura.
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Fig. 25. Sensitometria de las peliculas Hiperfilm cuando se usa un revelador nuevo y usado.

En la tabla siguiente se pueden apreciar los valores de las pendientes de cada una de las

curvas caracteristicas de las figuras 20-24.

Tabla 1. Pendientes de las curvas caracteristicas de las peliculas Kodak e Hiperfilm. Las
pendientes se calcularon a través de la ecuacidn: m= Ay/Ax. Los dos puntos que se tomaron en el

[4)
(3]

eje de las ¥ pertenecen a la parte lineal de la curva caracteristica.

Tiempo de revelado Pendiente Pendiente relativa
(27 °C)
Kodak Hiperfilm | Kodak Hiperfilm
12 seg 0.8 1.3 0.3 0.8
15 seg 1.1 1.3 0.4 0.8
18 seg 1.5 0.8
30 min 1.9 1.6 0.5 0.9
1 min 2.8 1.7 1.0 1.0
2 min 2.8 1.7 1.0 1.0




Tabla 2. Pendientes de las curvas caracteristicas de las peliculas Kodak e Hiperfilm. Las

pendientes se calcularon a través de la ecuacion: m= Ay/Ax. Los dos puntos gue se ifomaron en el
efe de las Y pertenecen a {a parte lineal de la curva caracteristica.

Tiempo de revelado Pendiente Pendiente relativa
(20 °C) Kodak Hiperfilm }Kodak Hiperfilm
12 seg 0.5 0.1 0.2 0.1
15 seg 0.5 06 |02 0.3
18 seg 0.7 06 |03 0.3
2 min 1.3 0.7
4 min 2.3 1.6 |09 0.9
5 min 24 1.7 1.0 0.9
6 min 24 1.8 1.0 1.0

Los resultados de la sensitometrias sugieren que las condiciones éptimas para la deteccién
de la proteina P53 en ]a parte del método quimioluminiscente son:

Temperatura del revelador: 27° C

Tipo de pelicula radiografia: Kodak

Tiempo de revelado: 2min

Con estas condiciones, la pendiente de la curva sensitométrica es maxima. Esto asegura el
maximo contraste en la imagen.

5. 3 Resultados (Parte biolégica)

5.3.1 Efectos de la radiacién ionizante (rayos gamma del 1.25 MeV) en linfocitos
humanos

Se irradiaron los linfocitos de sangre periférica de tres donadores sanos. El protocolo para la
deteccidon de la proteina P53 consistidé en expomer 25 minutos las membranas de
nitrocelulosa en contacto con la placa fotografica Kodak dentro de un chasis y fue revelada
durante 2 min en una solucion reveladora nueva. La temperatura del revelador en cada
experimento fue de 23 °C 2.

En la figura 26 se presentan las inmunodetecciones de los tres donadores. Se observa lo
siguiente:

La banda G,l no se detecta porque es el estado en el que el metabolismo principal de la

célula se encuentra disminuido. En este estado las células no estan proliferando y por
consiguiente se espera que no aparezca banda de P53.
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1.a banda de G,2 que corresponde a los cultivos de los linfocitos sin PHA pero que
permanecieron en cultivo hasta la extraccion de la proteina, no se detecta en el donador 1 y
donador 3 lo cual coincide con lo esperado ya que a este cultivo no se le adicioné PHA,
sustancia que estimula la proliferacion de los linfocitos; sin embarge tal banda si aparece
en el donador 2.

En el donador 2 y 3 se observa que la expresion de P53 se incrementa con las dosis de
radiacion ionizante. En estos donadores, el nivel de induccion de P53 producido por la AcD
es comparable cualitativamente con el nivel de induccion generado con la dosis de 6 Gy. En
cambio, bajo las mismas condiciones, en el donador 1, se observa que en las células
irradiadas y tratadas con AcD, la induccién de la proteina P53 ¢s menor y no presenta una
relacién dosis-respuesta de P53.

Por otro lado se puede notar que en el donador 1 y donador 3 no se detecta la banda
correspondiente al cultivo que estuvo sujeto a las mismas condiciones de los cultivos
irradiados. En dichos cultivos (C2) se esperaba detectar una banda basal de P53, sin
embargo, se puede especular que se afectd la proliferacion de los linfocitos al estar fuera
(aproximadamente 45 minutos) de una atmosfera de didxide de carbono y oxigeno y al no
permanecer bajo temperatura controlada (37 °C).

Cabe sefialar que los donadores 1 y 2 fueron previamente analizados en el Departamento de
Medicina y Toxicologia Ambiental y se observaron diferentes patrones de expresion de P53
en cuitivos de linfocitos. En el donador 1, con 7 minutos de exposicion no se detectd la
proteina P53 bajo ninguna condicién (Cl, As y AcD). Con este mismo tiempo de
exposicién en el donador 2, se detecté P53 en las células estimuladas y sin tratamiento (C1)
y la banda se incrementd bajo la accién del As y la AcD.
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Fig 26. Expresién de la proteina P53 en linfocitos de tres
individues. Los linfocitos fueron irradiados a 2, 4 y 6 Gy y tratados
con AcD (30pg/ml). Se analizé la proteina P53 por el método
Western Blot 24 hrs después del tratamiento. El cultivo Gyl
corresponde a las células sin PHA, G2 corresponde al cultivo de los
linfocitos sin PHA pero que permanecieron en cultivo hasta la
extraccién de la proteina, C2 es el control que permanecié bajo las
condiciones de los cultivos irradiados y Cl es el control que
permanecié bajo las mismas condiciones de los cultivos con AcD.
Las inmunodetecciones se realizaron a un tiempo de exposicion de
25 minutos. Se detecté la proteina actina como control de la

concentracién de la proteina en cada carril del gel.
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CAPITULO VI

Discusiéon de los resultados

Se realizaron sensitometrias de las peliculas radiogréficas, con el proposito de explorar si
las diferencias en el patron de P53 encontradas previamente en donadores sanos estaban
influenciadas por factores fisicos como la calidad de la imagen obtenida en el proceso de
deteccidon quimioluminiscente. Para esto se utilizaron dos tipos de peliculas: Kodak e
Hiperfilm.

Se realiz6 la comparacion de la respuesta de cada pelicula radiogréfica a diferentes tiempos
de revelado, asi como a dos temperaturas distintas del revelador. Ademas, se compararon
las curvas caracteristicas entre las peliculas Hiperfilm y las peliculas Kodak (Figs. 20-24).

Al comparar las pendientes de las curvas caracteristicas correspondientes a los tiempos
cortos de revelado de las sensitometrias de las peliculas Hiperfilm y Kodak usando un
revelador nuevo de 20 °C y 27 °C de temperatura, se observa, que tales pendiente aumentan
y por lo tanto, el contraste aumenta conforme incrementa el tiempo de revelado.

De ahi, el control de la temperatura del revelador, asi como el tiempo de revelado son
algunos de los pardmetros fisicos que deben de ser controlados para obtener
reproducibilidad en las medidas de la densidad dptica. Asimismo, es esencial que las
peliculas radiogréficas sean utilizadas en la regidn 1itil entre la punta y el hombro. De otra
forma se estaran utilizando en regiones de pobre contraste. Si no se optimiza el proceso de
revelado de modo de trabajar con la maxima densidad Optica y pendiente posible no se esta
aprovechando todo el potencial que ofrece este producto comercial.

En relacién a las condiciones &ptimas de irradiacién, se encontrd que la tasa de dosis
aumenta conforme se incrementa la altura en la cdmara de irradiacidn hasta que la dosis
méxima se obtiene a 7 cm de la base de la cdmara, lo cual coincide con la posicién de la
maxima dosis registrada en las curvas de isodosis del manual del irradiador gammacell-200.

Con respecto a la homogeneidad del campo de radiacién dentro del volumen que ocupa el
tubo cdnico, se encontrd usando TLD-100 y PTR, una diferencia del 10% en la tasa de
dosis medida a 7cm de la base de la cédmara de irradiacién respecto de la tasa de dosis
registrada a 3 cm de altura, medidas que son consistentes con la inhomogeneidad nominal a
lo largo del eje y de la cdmara de irradiacién. La Figura 19 muestra esta comparacién, En
esta figura se observa que los valores de la tasa de dosis obtenidos utilizando HD810 y
TLD-100 coinciden, dentro de las incertidumbres de sus valores.
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Con base en lo anterior los linfocitos se deben irradiar de forma tal que la mayoria de ellos
queden en la posicién de maxima tasa de dosis. En este trabajo se logré colocando la punta
del tubo coénico a 3 cm de la base de la cdmara.

Una vez caracterizado el Gammacell-200 se procedio a irradiar a los linfocitos de tres
donadores sanos con ]a finalidad de detectar la proteina P53 mediante la técnica de Western
Blot. Dado que ¢l mecanismo de accidon de dafio de la radiacidn ionizante en las células
eucariontes es conocido, se penso que este agente fisico podria servir como una herramienta
para entender las diferencias observadas en el patrén de expresion de la proteina P53 en los
linfocitos de sangre periférica de varios donadores. Con el propdsito de alcanzar este
objetivo primero se establecid un protocolo de trabajo tanto para la deteccién de la proteina
P53 a través del método quimioluminiscente como del proceso de revelado.

Dado que se sabe que la intensidad maxima de la reaccion quimioluminiscente es de 5 a 20
min (Amersham Life Science, protocols),- el primer protocolo de trabajo para las
inmunodetecciones consistié en colocar las membranas y la placa fotografica en el chasis
durante varios tiempos (5, 10 y 25 min). Con estos experimentos se determind que el
tiempo de exposicion adecuado para capturar la méaxima intensidad de la sefial
quimioluminiscente es de 25 min. Las inmunodetecciones mostradas en la figura 26 se
hicieron bajos las condiciones de este protocolo.

La placa radiografica que se utilizd en cada experimento fue Kodak ya que, de acuerdo a las
sensttornetrias mostradas en las figuras 20 y 21, resultd ser mas sensible que las peliculas
Hiperfilm.

Considerando los resultados de las sensitometrias se decidid revelar las placas radiograficas
durante 2 minutos ya que es el tiempo medio entre el tiempo de revelado anteriormente
usado (del orden de segundos, y determinado por la experiencia) y el tiempo que el
fabricante de la pelicula recomienda.

Las inmunodetecciones se realizaron a la temperatura del cuarto de revelado (23° C). En
este lugar, el revelador y el fijador permanecen todo el tiempo y su temperatura siempre fue
vigilada antes de usarse en los experimentos. En cada uno de estos se usé un anticuerpo P53
y peroxidasa nuevo, asi como una solucién reveladora nueva.

Es importante remarcar que este protocolo de trabajo tiene como propdsito detectar las
bandas de la proteina P53 para cada condicién del experimento y no cuantificarlas atn
cuando los resultados de las sensitometrias permitan hacerlo. En este trabajo tal
cuantificacién no fue posible realizarla por la ausencia de un sistema automatizado de
temperatura en el cuarto de revelado. Ademas, la comparacion cuantitativa de los niveles de
induccion de PS3 generados por Rl respecto de los niveles de induccién producidos por la
AcD no se llevé acabo debido a la falta de un densitometro que sirva para hacer el analists
de P53 correspondiente a muestras bioldgicas; sin embargo, en los resultados mostrados al
parecer el dafio causado por la Rl 2 6 Gy en los linfocitos de sangre periférica de los
diferentes donadores es de la misma magnitud que el producido por la AcD. El hecho de
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que el nivel de induccién de P53 a 6 Gy sea més notorio comparado con el nivel basal de
P53 (controles) puede asociarse con la muerte de células efectuada por el proceso de
apoptosis.

Aun cuando el tiempo de exposicion de 25 min es grande comparado con los cominmente
usados (7 y 15 min) es el tiempo de exposicién que asegura la determinaciéon de la
presencia o ausencia de la proteina P53.

L
L

66




CAPITULO VII

Conclusiones

La caracterizacién dosimétrica del irradiador de ®*Co nos ha permitido conocer la posicién
en la que se deben irradiar los tubos conicos a lo largo del eje y de la camara de irradiacion
para obtener la dosis requerida al menor tiempo posible y con maxima homogeneidad.

De los resultados de las sensitometrias se ha concluido que es fundamental tener un control
sobre la temperatura del revelador, el tiempo de revelado, asi como el tipo de placa

radiografica, ya que la falta de control de estos factores puede conducir a una interpretacion
biolégica errénea.

Con respecto al control de calidad del proceso de revelado, los resultados de las
sensitometrias tanto de las peliculas Kodak como los de las peliculas Hiperfilm, muestran
que la temperatura del revelador y el tiempo de revelado influyen en la obtencidn del
maximo confraste de la pelicula radiografica. Si se quiere utilizar la técnica del Western
Blot como un método semicuantitativo para la deteccidén de la proteina P53 se sugiere
implementar un sistema automatizado para el control de temperatura en el cuarto de
revelado.

Se recomienda que los experimentos de Western Blot se realicen bajo el protocolo de
deteccién y de revelado ya establecido (25 min de exposicion y 2 minutos de revelado) ya
que esta metodologia asegurara una interpretacion confiable de los resultados bioldgicos. Es
importante destacar que estas condiciones sélo son vélidas para la deteccién de P53, para
otras proteinas como el caso de la actina el tiempo de exposicion y de revelado es mucho
menor (del orden de 2 min de exposicién y 1 min de revelado).

Por otro lado, se puede concluir que la radiacién ionizante puede servir como un control
positivo alterno a la actinomicina D ya que la radiacién ionizante dafia directamente el
ADN de las células, accién que conduce la activacion del gen p53. Por lo tanto, se espera
que los linfocitos de todos los individuos sanos sean capaces de inducir a la proteina P53 en
respuesta al dafio.

Este trabajo experimental nos ha permitido, mediante la caracterizacién dosimétrica del
irradiador Gammacell-200 para la irradiacién de linfocitos y el establecimiento del
protocolo de trabajo y de revelado para la deteccidn de P53, saber que efectivamente los
diferentes patrones de induccidn de la proteina P53 observados en experimentos anteriores
en diferentes donadores, no sélo pueden deberse a variaciones intrinsecas de los individuos
sino también que posiblemente se deban a la falta de un protocolo de trabajo que
homogeneizar4 el tiempo de exposicién en el proceso quimioluminiscente y el tiempo de
revelado. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que las diferencias
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bservadas en experimentos pasados sean producto de la susceptibilidad individual de las
2rSonas.

PERSPECTIVAS

“on el propésito de seguir entendiendo los diferentes patrones de expresion de la proteina
'53 observados en varios individuos, se sugiere que las placas radiograficas Kodak
orrespondientes se procesen con solucidn reveladora a diferentes temperaturas (18-27 °C),
nanteniendo fijo el tiempo de exposicion (25 min). De esta forma se podrian conocer los
yatrones de induccién de P53 de cada individuo a una temperatura de revelador diferente.
.a informacion obtenida de estos experimentos permitiria tener mayor reproducibilidad

:ntre experimentos independientes.

_os resultados de este proyecto podrian permitir evaluar los factores intrinsecos y
:xtrinsecos en la expresion de P53 para obtener los conocimientos basicos que validen su
150 como un indicador bioldgico de susceptibilidad en la vigilancia (monitoring) de
individuos en riesgo o expuestos de manera ocupacional o ambientalmente a sustancias

toxicas.
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