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RESUMEN

Los rayos X empleados en medicina son una herramienta importante en el radiodiagndstico,
estas representan una fuente artificial significativa de exposicidn a la radiacion ionizante para
la poblacién en general. Sin embargo, aunque las radiografias de diagndstico brindan grandes
beneficios, su uso implica un riesgo para desarrollar cancer, generalmente aceptado por las
dosis y el numero de exposiciones que han sido consideradas no despreciadas principalmente
para trabajadores de la salud. Se sabe que p53 es una molécula que dirige la correcciéon de
dafio al ADN y hsp70 es una proteina correctora de dafio molecular cuando las células son
sometidas a estrés. El objetivo del trabajo fue evaluar el dafio al ADN asi como la expresién
de p53 y Hsp70 en leucocitos mononucleares humanos expuestos a Rayos X. El modelo
biolégico utilizado fue leucocitos mononucleares humanos de sangre periférica (LMHSP) y
aislados por ensayo de exclusién de pacientes clinicamente sanos, la viabilidad celular y la
cantidad celular inicial fueron evaluadas para cada dosis de exposicion, se tomaron 14
alicuotas para el protocolo de exposicién. Los leucocitos fueron expuestos a una fuente de
rayos X provenientes de un equipo Marca Corix ®, de 70 KVp-8mA y tiempo de exposicion de
0.15s para diferentes dosis absorbida de: 2.3, 4.6, 9.1 y 13.7 mGy por triplicado. La respuesta
del dafio al ADN se cuantific6 mediante electroforesis con gel de agarosa, le expresion de la
p53 y Hsp-70 se realizé6 mediante PAGE-SDS Western Blot., para la identificacién de p53 y
Hsp70 se utilizaron anticuerpos monoclonales especificos y se revelaron con DAB y H,0O,, o
bien con ECL. Los resultados para viabilidad celular inicial fueron del 100% vy la cantidad
celular fue de 88,333+4784 LMHSP. El comportamiento de viabilidad en el protocolo de
irradiaciéon se observé una diferencia significativa de disminucidon en comparaciéon con el
control negativo para las primeras tres exposiciones y en el comportamiento de la cantidad
celular se observé un decremento significativo para las dos Ultimas exposiciones. Para el
dafio al ADN se observd un dafio proporcional a la dosis de radiacién recibida, aunque
significativo solo para las dosis de 9.1 ,13.7 mGy y control positivo (muestra sometida a estrés
caldrico, 44°C/1hr). Ademas, se observd una expresion basal de p53 y Hsp70 en el control
negativo, y una sobreexpresion en las dosis de 9.1 y 13.7 mGy para p53 y Hsp70, asi como
para el control positivo (44°C/1lhr). Conclusion: los hallazgos permitieron estimar una
respuesta de dafio molecular y que se pueden utilizar las proteinas p53 y hsp70 como
bioindicadores por exposicion para usuarios de equipos de rayos X con esas caracteristicas y

asume una importancia significativa en proteccién radiologica.

Palabras clave: Dafio al ADN, p53, hsp70, leucocitos mononucleares, rayos X.



ABSTRACT

X-rays used in medicine are an important tool in radiodiagnosis, they represent a
significant artificial source of exposure to ionizing radiation for the general population.
However, although diagnostic radiographs offer great benefits, their use implies a risk to
develop cancer, generally accepted by the doses and the number of exposures that have
been considered not to be disregarded mainly for health workers. It is known that p53 is a
molecule that directs the correction of damage to DNA and hsp70 is a protein that corrects
molecular damage when cells are subjected to stress. The objective of the work was to
evaluate the damage to the DNA as well as the expression of p53 and Hsp70 in human
mononuclear leukocytes exposed to X-rays. The biological model used was peripheral
blood human mononuclear leukocytes (PBHML) and isolated by clinical exclusion of
patients. healthy, the cell viability and the initial cell quantity were evaluated for each
exposure dose, 14 aliquots were taken for the exposure protocol. The leucocytes were
exposed to a source of X-rays from a Corix ® equipment, of 70 KVp-8mA and exposure
time of 0.15s for different absorbed doses of: 2.3, 4.6, 9.1 and 13.7 mGy. The response of
DNA damage was quantified by agarose gel electrophoresis, p53 expression and Hsp-70
was performed by SDS-Western Blot PAGE, specific monoclonal antibodies were used for
the identification of p53 and Hsp70 and revealed DAB and H,O,, or with ECL. The results
for initial cell viability were 100% and the cellular amount was 88.333 + 4784 LMHSP. The
feasibility behavior in the irradiation protocol was observed a significant difference of
decrease in comparison with the negative control for the first three exposures and in the
behavior of the cell quantity a significant decrease was observed for the last two
exposures. For damage to the DNA, damage was observed proportional to the dose of
radiation received, although significant only for the doses of 9.1, 13.7 mGy and positive
control (sample subjected to heat stress, 44 ° C / 1hr). In addition, a basal expression of
p53 and Hsp70 was observed in the negative control, and an overexpression in the doses
of 9.1 and 13.7 mGy for p53 and Hsp70, as well as for the positive control (44 ° C / 1hr).
Conclusion: the findings allowed estimating a molecular damage response and that p53
and hsp70 proteins can be used as bioindicators for exposure to users of X-ray equipment

with these characteristics and assumes a significant importance in radiological protection.

Keywords: DNA damage, p53, hsp70, mononuclear leukocytes, X-rays.
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| INTRODUCCION

Los seres humanos estan constantemente expuestos a bajos niveles de radiacion
ionizante (RI) de fuentes naturales. Este tipo de radiacion se conoce como
radiacion de fondo natural, y sus principales fuentes son: materiales radiactivos en
la superficie de la tierra contenidos en carbon, granito, etc., gases radiactivos que
se escapan del tierra (raddn), rayos cosmicos del espacio exterior que entran en la
atmosfera terrestre a través de la ionosfera y la radioactividad natural en el cuerpo

humano (Zamanian and Hardiman, 2005).

También, la exposicion humana a la radiacion proviene de fuentes artificiales que
van desde la generacién de energia nuclear hasta el uso médico, para fines de
diagndstico o terapéutico, como los equipos de Rayos X. De acuerdo a la teoria de
Maxwell de la radiacion electromagnética, la energia cinética de los electrones es
convertida en rayos X debido a la desaceleracion abrupta de los electrones
(Basheerudeen et al., 2017).

Existen dos principales vias para la exposicion a la radiacién ionizante en
humanos, la exposicion “externa” por materiales radiactivos fuera del cuerpo y la
exposicion “interna” por la ingesta e inhalacibn de materiales contaminados
(Shimura et al., 2015).

Tenemos que, las radiografias de diagnéstico son la mayor fuente artificial de
exposicibn a la radiacibn para la poblacibn en general (=98%) ademas,
contribuyen con alrededor del 14% de la exposicion anual total mundial de todas
las fuentes de exposicion. Sin embargo, brindan grandes beneficios, su uso
implica un pequefio riesgo de desarrollar cancer, tomandolo en consideracién
desde el punto de vista de bienestar para la salud. Asi, el riesgo para un individuo
es probablemente pequefio porque las dosis de radiacion suelen ser bajas (<10

mGy), pero la gran cantidad de personas expuestas anualmente significa que



incluso los riesgos individuales pequefios podrian traducirse en un namero
considerable de casos de cancer por ser considerados ademas acumulativos tanto
para grupos como individuos (de Gonzalez and Darby, 2004).

Ademas, las personas en riesgo de exposicion recurrente a la radiacion como los
trabajadores de la salud y la industria nuclear, generalmente son monitoreados y
restringidos a dosis efectivas de 100 mSv cada 5 afios (es decir, 20 mSv por afio),
con un maximo de 50 mSv permitido en un afo determinado, y para el publico en
general el limite de dosis efectiva anual recomendado es de 1 mSv por afio
(Durham, 2006).

La radiacion ionizante contiene suficiente energia electromagnética para despojar
los electrones de a los atomos y de moléculas que forman las células convirtiendo
las moléculas total o parcialmente en iones (Immel, 2016). Por consiguiente, el
material mas vulnerable en la célula, es el ADN, porque simplemente no puede ser
reemplazado ademas, el dafio puede ocurrir debido a la hidroélisis de bases. En la
mayoria de los casos, esta radiacion proviene de fuentes exdégenas (Roos and
Kaina, 2006). Los riesgos de la exposicion a la radiacibn han sido bien
documentados entre los agentes ambientales. Sin embargo, los mecanismos de
radiacion ionizante a dosis bajas a largo plazo indujeron efectos sobre la salud ain
poco conocidos (Tang and Loke, 2015). También, la evidencia experimental y
epidemioldgica ha vinculado la exposicion a bajas dosis de radiacion ionizante con
el desarrollo de canceres solidos y leucemia (Fazel et al., 2009).

Para fines de proteccién radioldgica, existe una relaciéon dosis-respuesta lineal
reportada en la literatura. Sin embargo, los canceres que aparecen en el individuo
irradiado ocurren después de un periodo latente de 5 a 50 afios. Asi mismo, el
dafio es consecuencia de las modificaciones moleculares producidas en el
momento en que las células son expuestas a radiacion ionizante. Los efectos
deterministas (antes no estocasticos) son efectos cuya severidad varia con la

dosis y se asume un umbral, dentro de estos se incluyen cataratas en la lente del



0jo, eritema de la piel (enrojecimiento), agotamiento celular en la médula 6sea que
causa deficiencias hematoldgicas, dafio celular a las gonadas que conduce a
deterioro de la fertilidad y dafio a los vasos sanguineos o tejido conectivo en

muchos organos (Durham, 2006).

Por otro lado, los efectos biolégicos a bajas dosis de radiacién se han investigado
y debatido durante mas de 100 afios, esto ha propiciado incertidumbre en relacion
a exposiciones intermedias y altas de radiacion ionizante (>100 mSv),
administradas de forma aguda o durante un periodo prolongado, produciendo
consecuencias perjudiciales en los seres humanos, en las que se incluye, el
cancer. Para dosis mas bajas, los efectos son menos claros, como: en la mayoria
de los examenes radiologicos producen dosis en el rango de 3 a 30 mSv.
Comprender los riesgos de dosis bajas de radiacion aun son consideradas
significativamente importantes para la sociedad, en relacién con cuestiones tan
variadas como las pruebas de deteccion del cancer, futuro de la energia nuclear,
riesgos de viajeros frecuentes, exposicion ocupacional a la radiacién, exploracion

espacial tripulada y terrorismo radioldgico (Brenner et al., 2003).

Como respuesta a la exposicién por la radiacion como parte de la vida cotidiana,
no existe un limite umbral establecido para la dosis minima segura, que no pueda
presentar dafio alguno para el genoma humano (Cardoso et al., 2001). Por
consiguiente, una caracteristica ineludible en la vida es la exposicién a la
radiacion ionizante (Mahmoud Pashazadeh et al., 2014). Sin embargo, los seres
humanos estamos expuestos de manera continua al estrés oxidativo, alrededor de
50 000 modificaciones por lesiones al DNA son inducidas diariamente en cada
célula por las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lomax et al., 2013)
producidas por el metabolismo aerébio y por factores como la radiacion ionizante,
gque causa dafio indirecto por radiblisis en las moléculas de agua, donde
especialmente el radical hidroxilo es conocido por causar peroxidacion lipidica y

dafio proteico asi como rompimiento de la cadena sencilla y doble del DNA (Cheki



et al, 2016), asi mismo, esta accion indirecta es responsable de

aproximadamente el 70% del dafio (Nakamura et al., 2017).

Para el diagnostico clinico y la determinacidon de exposicion a la radiacion
ionizante se ha vuelto una necesidad el desarrollo de herramientas
biodosimétricas que sean criticas en la evaluacion para un tratamiento inmediato o
a largo plazo (Rashi-Elkeles et al., 2011). Se habla de marcadores bioldgicos para
referirse a sefales fisiologicas inducidas que reflejan una exposicion, una
respuesta celular precoz, o una susceptibilidad inherente o adquirida (Silbergeld y
Davis, 1994). En sentido estricto, la palabra biomarcador haria referencia a la
respuesta bioldgica del organismo que muestra la ausencia, presencia o condicion
de una patologia, que puede ser utilizado para determinar el estado de un
individuo. Los biomarcadores se pueden medir a nivel molecular, bioquimico o
celular (Brooks et al., 1993).

Los leucocitos mononucleares humanos de sangre periférica (LMHSP) han
resultado una herramienta celular muy uatil para su utilizacion como modelo
bioldgico in vitro de exposicion a radiacidén ionizante mediante diversas técnicas
(Ainsbury et al., 2009). Los linfocitos son células especificas del sistema
inmunitario que forman parte de los glébulos blancos o leucocitos, y representan
cerca del 25% de estos, debido a que se encuentran diferenciados y a su facil
obtencién, son éptimos para su utilizacién como biomarcadores celulares (\Welsch
y Sobotta, 2008). Todos los organismos estan expuestos a dosis bajas de RI de
origen natural, de igual manera es ampliamente utilizado en procedimientos
médicos como radiografias y radioterapia para el tratamiento de pacientes con
cancer (Vega-Carrillo et al., 2011). La radiacién ionizante (RI) dafia el ADN por
deposicion directa de energia y también indirectamente por ionizacion de
moléculas de agua para producir radicales hidroxilo que atacan el ADN. La RI
induce multiples formas de dafio en el ADN, incluido el dafio a las bases y la
escision de la estructura de ADN para formar ADN RCS (rupturas de cadena

simple) (Mahaney et al., 2009), asi como también se conoce que, la Rl induce en



células de mamifero alrededor de 850 lesiones de pirimidina, 450 lesiones de
purina, 1000 ADN RCS y 20 X 10*° ADN rupturas de cadena doble (RCD) / célula /
Gy con baja transferencia de energia lineal (LET) (Lomax et al., 2013).

Por otro lado, el mantenimiento de la estabilidad e integridad del genoma es
esencial para la homeostasis celular y la prevencion de la muerte celular indebida
0 neoplasia (Negrini et al., 2010). Las rupturas de cadena doble se consideran la
forma mas letal de dafio en el ADN. Pueden ser introducidos por agentes
exdgenos tales como RI, venenos de topoisomerasa, farmacos radiomiméticos
(por ejemplo, bleomicina y neocarzinostatina), y por procesos celulares tales como
recombinacién de cambio de clase, horquillas de replicacién estancadas y
reacciones que generar ROS (Mahaney et al., 2009). Sin embargo, el dafio al ADN
causado por agentes dafinos internos y externos es un objetivo primordial para la
integridad del genoma celular. El fracaso en la reparacion de las lesiones en el
ADN puede resultar en la obstruccibn de la replicacion y transcripcion o
mutagénesis, conduciendo a disfuncién celular, muerte celular indebida o cancer
(Halazonetis et al., 2008). Por esta razén, es importante la medicion de
biomarcadores moleculares para tener informacion del dafio al ADN donde la
proteina p53 se ha utilizado ampliamente en investigacion por su papel como
“‘protector del genoma” promoviendo la reparacion de mutaciones causantes de
tumores o previniendo su propagacion permanentemente deteniendo o eliminando
las células que contienen dichas mutaciones (Jackson and Bartek, 2009;
Braithwaite et al., 2005) asi como de las hsp’s, chaperonas moleculares
descubiertas originalmente en base a su regulacion ascendente en respuesta al
estrés térmico pero que también participan en otros distintos tipos de estrés celular
(Yu et al., 2015). Con base a la literatura revisada anteriormente se plantea la

siguiente pregunta de investigacion.

Pregunta Cientifica
¢Existe dafio al ADN vy sobreexpresion de p53 y hsp70 en leucocitos

mononucleares humanos expuestos a bajas dosis (<1Gy) por rayos X?



Hipotesis

Se genera dafio al ADN y sobreexpresion de p53 y hsp70 en leucocitos

mononucleares humanos expuestos a bajas dosis (<1Gy) por rayos X.

Objetivo general

Evaluar el dafio al ADN asi como la expresiéon de p53 y hsp70 en leucocitos

mononucleares humanos expuestos a diferentes dosis de rayos X.

Objetivos especificos

1) Obtener leucocitos mononucleares humanos de sangre periférica a partir de
la muestra obtenida utilizando gradientes de ficoll.

2) Exponer leucocitos mononucleares humanos in vitro a dosis bajas (<1Gy)
de una fuente calibrada de rayos X.

3) Exponer leucocitos mononucleares humanos in vitro a estrés por calor a
44°C.

4) Analizar la viabilidad celular antes y después del ensayo experimental.

5) Determinar la fragmentaciéon del ADN mediante electroforesis en geles de
agarosa.

6) Determinar la expresion de hsp70 y p53 mediante PAGE-SDS Western
Blot.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Radiaciéon

La mayoria de nuestro conocimiento acerca de la fisica del a&tomo y su ndcleo
comenzo con el descubrimiento de la radiactividad en 1896 por Henri Becquerel
(Arya, 1966). La palabra radiacion fue utilizada hasta cerca de 1900 para describir
a las ondas electromagnéticas. Posteriormente fueron descubiertos los electrones,
los neutrones, los rayos-x y la radiactividad natural, y fueron incluidos también bajo
el término de radiacion. Esta radiacion recientemente descubierta mostraba
caracteristicas de particulas, en contraste con la radiacion electromagnética, la
cual era tratada como una onda. En los afios de 1920, DeBroglie desarrollo su
teoria de la dualidad de la materia, la cual pronto se demostré ser correcta, por
medio de experimentos de difraccion de electrones, y la distincion entre particulas
y ondas dej6 de ser importante. Hoy en dia la radiacién incluye a todo el espectro
electromagnético asi como a las particulas atémicas y subatémicas que han sido
descubiertas; y se refiere a la energia emitida en procesos subatémicos
(Tsoulfanidis, 1995).

La radiacion se clasifica en ionizante y no-ionizante. El término ionizante se refiere
a la habilidad de la radiacion para ionizar un atomo o una molécula del medio que
atraviesa, es decir, sacar un electron de su orbital y provocando que este sea mas
reactivo. La radiacion no-ionizante es radiacion electromagnética que incluye a las
ondas de radio, microondas, luz visible y luz ultravioleta. La radiacion ionizante
produce pares ionicos e incluye a los rayos-x, rayos-y y a todas las particulas
atomicas y subatomicas, tales como electrones, positrones, protones, alfas,

neutrones, iones pesados y mesones (Tsoulfanidis, 1995).



2.1.1 Radiacién ionizante

La radiacion ionizante es un tipo de energia liberada por los atomos en forma de
ondas electromagnéticas (rayos gamma o rayos X) o particulas (particulas alfa y
beta o neutrones). La desintegracion espontdnea de los &tomos se denomina
radiactividad, y la energia excedente emitida es una forma de radiacion ionizante.
Los elementos inestables que se desintegran y emiten radiacion ionizante se
denominan radionuclidos.

Cada radionuclido se caracteriza por el tipo de radiacién que emite, la energia de
la radiacion y su semivida. La actividad, utilizada como medida de la cantidad de
un radionuclido, se expresa en una unidad llamada becquerel (Bq): un becquerel
corresponde a una desintegracion por segundo. La semivida es el tiempo
necesario para que la actividad de un radiondclido disminuya por la
desintegraciéon a la mitad de su valor inicial. La semivida de un elemento
radiactivo es el tiempo que tarda la mitad de sus atomos en desintegrarse, y
puede variar desde una fraccion de segundo a millones de afos (por ejemplo, el
Yodo-131 tiene una semivida de 8 dias mientras que el Carbono-14 tiene una
semivida de 5730 afos) (Cember, 2008).

2.1.2 Fuentes de radiacion

Las personas estan expuestas a diario tanto a la radiacion de origen natural o
antropogénico. La radiacién natural proviene de muchas fuentes, como los mas
de 60 materiales radiactivos naturales presentes en el suelo, el agua y el aire. El
radon es un gas natural que emana de las rocas y la tierra y es la principal fuente
de radiaciéon natural. Diariamente inhalamos e ingerimos radionuclidos presentes
en el aire, los alimentos y el agua. Asimismo, estamos expuestos a la radiacion
natural de los rayos cosmicos, especialmente a gran altura. Por término medio, el
80% de la dosis anual de radiacion de fondo que recibe una persona procede de

fuentes de radiacidon natural, terrestre y cosmica. Los niveles de la radiacion de



fondo varian geograficamente debido a diferencias geoldgicas. En determinadas
zonas la exposicién puede ser mas de 200 veces mayor que la media mundial.

La exposicion humana a la radiacion proviene también de fuentes artificiales como
en el diagnéstico médico (rayos X), procedimientos terapéuticos, material
radiactivo resultante de las pruebas con armas nucleares incluyendo la
generacion de energia nuclear, eventos no planeados como accidentes en plantas
nucleares sucedidos en Cherndbil en 1986 y el terremoto del este de Japdn con el
consiguiente tsunami en Marzo del 2011 (UNSCEAR, 2014).

2.1.3 Rayos X

Los rayos X, asi como, los rayos gamma, microondas, ondas de radio y la luz
visible forman parte de un espectro electromagnético continuo y que difieren entre
si solo por sus longitudes de onda y sus frecuencias (Tsoulfanidis, 1995). Los
rayos x fueron descubiertos por serendipia por el fisico Aleman Wilhelm Conrad
Roéentgen en 1895, usando la luz emitida por un tubo de vacio de Crookes, a
través del cual se hizo pasar una corriente eléctrica para hacerla incidir sobre una
placa fotogréafica ordinaria. Estos rayos invisibles tenian la peculiaridad de parecer
transparentes para la madera y la materia organica, pero no para el metal y el
hueso (fig. 1)(Dunn, 2001).

Figura 1 Radiografia tomada por Wilhelm Réentgen en 1896



2.1.3.1 Produccion de rayos X

La radiacion util también se puede generar en varios tipos diferentes de
maquinas. La primera maquina era el diodo del vacio alto, llamado un tubo de
Crooke, que Roentgen estaba usando en un experimento de laboratorio en el afio
1895. En el tubo de Crookes, los electrones fueron acelerados a través de
aproximadamente 25.000 V a una velocidad alta y luego fueron detenidos
abruptamente cuando golpearon el anodo. De acuerdo con la teoria de Maxwell
de radiacion electromagnética, parte de la energia cinética de los electrones se
convirti6 en energia electromagnética en forma de rayos X debido a la abrupta
desaceleracion de los electrones (Fig. 2). Este método de generacion de rayos X
es el precursor del moderno tubo de rayos X utilizado en radiologia diagnéstica,
odontologia y en radiografia. El mismo tipo de generadores de rayos X se utilizan
en espectrometros de rayos X vy difractdmetros en quimica analitica y
cristalografia, y en inspeccién y dispositivos de control. La mayoria de los rayos X
de este tipo de generador se emiten en angulo recto con la trayectoria del electron
acelerado. En este tipo de generador de rayos X, la tension de aceleracion
completa debe aplicarse a través de los electrodos del tubo. Esta limita la energia
cinética maxima de los electrones a varios cientos de miles de electrones-volt
(Cember, 2008).
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Figura 2. Generador convencional de rayos X, en el que los electrones que
son emitidos por un céatodo caliente son acelerados por el fuerte campo
eléctrico y emiten rayos X después de ser bruscamente pard al golpear al
blanco. El haz de rayos X util emerge a través de un metal que se abre en el

alojamiento del tubo (blindaje).

Cuando un haz de electrones monoenergéticos que habian sido acelerados a
través de un a alta diferencia de potencial se desacelera abruptamente parando el
haz de electrones (como en el caso de un tubo de rayos X, un tubo de rayos
catédicos o un generador de microondas klystron), una pequefia fraccién de la

energia en el haz de electrones (Ec. 1) se convierte en rayos X:
fe=1x 10-3 x ZE,
donde:
fe = fraccion de la energia en el haz de electrones que se convierte en rayos X

Z = numero atomico del blanco en el tubo de rayos X o lo que sea el electron

impacte en cualquier otro dispositivo

E = voltaje a través del tubo de rayos X u otro dispositivo (mega voltios, MV). El
valor numérico del voltaje E es igual a la energia cinética del electron, expresado
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en eV, cuando golpea al objetivo. Asi, un electron que se ha acelerado a través de

una tension de 0,1 MV ha adquirido una energia cinética de 0,1 MeV (o 100 keV).

Este es el principio de funcionamiento del diagnéstico tradicional, industrial y
analitico del tubo de rayos X (Fig. 3). El fisico estadounidense William D. Coolidge
invento este tipo de tubo de rayos X en 1913 (Tsoulfanidis, 1995).

Anode Pyrex glass Electron Filament Cathode
envelope stream
/: | /
/ 7
J
@ \Y
LA ——
@ 1
Tungsten Focusing
target cup
Useful
X-rays Window

Figura 3. Tubo de rayos X tipo Coolidge de objetivo inmévil. Un haz de rayos
X util es producido por el Bremsstrahlung que pasa a través de un puerto

abierto en el blindaje que encierra el tubo de rayos X.

Un haz de electrones, usualmente del orden de miliamperios, se genera
calentando el catodo. Una diferencia de voltaje del orden de decenas a cientos de
kilovoltios a través del tubo acelera los electrones para formar un haz
monoenergético en el que la energia cinética de los electrones en los
electronvolts es numéricamente igual al voltaje a lo largo del tubo. Los electrones
de alta velocidad son detenidos por un objetivo metalico de alto nUmero atomico
gue estad incrustado en el anodo. Parte de la energia cinética en el haz de
electrones son convertidos en rayos X (bremsstrahlung) cuando los electrones

son detenidos repentinamente (Tsoulfanidis, 1995).
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2.1.3.2 Acelerador lineal

Otros métodos de aceleracion de electrones se utilizan para superar esta
limitacion de alto voltaje para generar rayos X de muy alta energia. EI método
mas comun es con el acelerador lineal (Fig. 3). El acelerador lineal, en principio,
consiste de una serie de electrodos tubulares, llamados tubos de deriva, con una
fuente de electrones en un extremo y un objetivo en el otro extremo para detener
los electrones de alta energia. Los electrodos estan conectados a una fuente de
tensién alterna de alta frecuencia cuya frecuencia es tal que la polaridad del
electrodo cambia a medida que el electrén sale de un tubo de deriva por lo tanto,
se atrae al siguiente tubo de deriva. Cada tubo de deriva sucesivo tiene mayor
voltaje que el anterior. Ganancia del electron en energia cinética en eV es por lo
tanto igual a la diferencia de tension entre los tubos de deriva sucesivos. Estas
ganancias en energia cinética son acumulativas. Asi, si tuviéramos una serie de
30 bandas de electrodos con 100 kV diferencias entre ellos, y si el electron se
inyecta en el sistema con una energia cinética de 100 keV, el electrén emergeria

en el otro extremo con una energia cinética de:
Ek = 100 + (30 x 100) = 3100 keV = 3.1 MeV.

El gradiente de energia en aceleradores lineales es tipicamente 2-4 MeV / ft. A
estas energias tan altas, la velocidad de un electron es casi la de la velocidad de

la luz.
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Figura 4. llustracion del principio de operacion de un acelerador lineal.

2.2 Exposicion alaradiacion ionizante

El dafio que causa la radiacion en los érganos y tejidos depende de la dosis
recibida, o dosis absorbida, que se expresa en una unidad llamada gray (Gy). El
dafio que puede producir una dosis absorbida depende del tipo de radiacion y de

la sensibilidad de los diferentes érganos y tejidos (OMS, 2016).

2.2.1 Exposicion interna y externa

La exposicion a la radiacion puede ser interna o externa y puede tener lugar por
diferentes vias:

La exposicion interna a la radiacion ionizante se produce cuando un radiondclido
es inhalado, ingerido o entra de algun otro modo en el torrente sanguineo (por
ejemplo, inyecciones o heridas). La exposicidbn interna cesa cuando el
radionuclido se elimina del cuerpo, ya sea espontaneamente (por ejemplo, en los

excrementos) o gracias a un tratamiento (IAEA, 2007).
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La exposicion externa se puede producir cuando el material radiactivo presente en
el aire (polvo, liquidos o aerosoles) se deposita sobre la piel o la ropa.
Generalmente, este tipo de material radiactivo puede eliminarse del organismo
por simple lavado, sin embargo, la exposicién a la radiacion ionizante también
puede resultar de la irradiacion de origen externo, por ejemplo, la exposicion
médica a los rayos X, la cual se detiene cuando la fuente de radiacion esta
blindada o la persona sale del campo de irradiacion (IAEA, 2007).

Las personas pueden estar expuestas a la radiacion ionizante en circunstancias
diferentes, en casa o0 en lugares publicos (exposiciones publicas), en el trabajo
(exposiciones profesionales) o en un entorno médico (como los pacientes,

cuidadores y voluntarios) (Cember, 2008).

Las situaciones de exposicion a la radiacion ionizante pueden clasificarse en tres
categorias. La primera, la exposicion planificada, es el resultado de la introduccion
y funcionamiento deliberados de fuentes de radiacién con fines concretos, como
en el caso de la utilizacibon médica de la radiaciéon con fines diagndsticos o
terapéuticos, o de su uso en la industria 0 la investigacion. La segunda, la
exposicion existente, se produce cuando ya hay una exposicién a la radiacion y
hay que tomar una decisién sobre su control, como en el caso de la exposicién al
raddn en el hogar o en el lugar de trabajo, o de la exposicién a la radiacion natural
de fondo existente en el medio ambiente. La tercera categoria, la exposicion en
situaciones de emergencia, tiene lugar cuando un acontecimiento inesperado
requiere una respuesta rapida, como en el caso de los accidentes nucleares o los

actos criminales.

El uso médico de la radiacion representa el 98% de la dosis poblacional con
origen en fuentes artificiales y el 20% de la exposicion total de la poblacion. Cada
afio se realizan en el mundo mas de 3600 millones de pruebas diagnésticas
radiolégicas, 37 millones de pruebas de medicina nuclear y 7,5 millones de

tratamientos con radioterapia (OMS, 2016).
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2.2.2 Exposicion arayos X

Los rayos X utilizados en la radiobiologia intervencional son una herramienta vital
para diagnostico, deteccion y tratamiento (High Energy X Ray) de enfermedades
complejas contando con ventajas no invasivas, tiempo de intervencion breve,
confiabilidad y dafio minimo al paciente (IARC & WHO, 2002). Uno de los
principales lineamientos que se han de seguir en el diagndstico por imagenes es
el de intentar obtener una imagen confiable y de calidad adecuada para un
correcto diagnostico, pero aplicando en el paciente la menor dosis posible
(Andisco et al., 2014).

Todos los estudios imagenoldgicos con radiaciones ionizantes deben ser
realizados con dosis conocidas, para poder trabajar con temas de optimizacion
para bajar las dosis tanto como sea razonablemente posible, manteniendo, a la
vez, una calidad de imagen adecuada, como lo indica el concepto ALARA (As
Low As Reasonably Achievable). Para cada tipo de estudio se establecen dosis
que se conocen en funcion del érgano irradiado, con el fin de administrar minimas
dosis. En la tabla 1 pueden observarse valores representativos (estadisticos) de
dosis efectivas de diferentes estudios para su comparacion y equivalencia con la

cantidad de placas de térax (Andisco et al., 2014).

Tabla 1. Dosis efectivas representativas para los estudios de rayos X
comunes.

Tipo de estudio Dosis efectiva  Cantidad equivalente
(mSv) de placas de torax

Radiografia de extremidades <0.01 <0.5
Radiografia de térax PA 0.02 1
Radiografia de craneo 0.07 3.5
Radiografia de cadera 0.3 15
Radiografia de columna dorsal 0.7 35
Radiografia de columna lumbar 1.3 65
Radiografia de pelvis 0.7 35
Radiografia de abdomen 1.0 50
esofagograma 1.5 75

TC de cabeza 2.3 115

TC de térax 8 400
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TC de abdomen o pelvis 10 500
Ventilacion pulmonar (Xe-133) 0.3 15

Perfusion pulmonar (Tc-99m) 1 50
Renal (Tc-99m) 1 50
Tiroidea (Tc-99m) 1 50

mSv: sievert; PA: posteroanterior; TC: tomografia computada.

2.3 Efectos de laradiacion ionizante en la salud

2.3.1 Interaccién con la materia

La radiacion interacciona con el nacleo del atomo o con las orbitas electrénicas, la
probabilidad de que ocurra un cierto mecanismo de interaccién y el poder de
penetracion de los diversos tipos de radiacion, depende tanto del tipo y energia de
la radiacion asi como de la naturaleza de la materia con la que interacciona
(Azorin y Azorin, 2010).

2.3.1.1 lonizacién

La ionizacién se produce cuando uno o mas electrones atdmicos reciben la

energia suficiente para ser arrancados del &tomo (Zubeldia, 2005).

2.3.1.2 Excitacion

En el momento en el que existe transferencia de energia por parte de la particula
cargada o radiacion ionizante al electron, y ésta no es suficiente para que el
electron sea expulsado del atomo, como sucede con la ionizacion, puede ser
suficiente como para permitir al electron pasar a ocupar un nivel superior de
energia, o que se conoce como estado excitado del atomo o molécula. Por lo
general, el atomo excitado tiende a volver a su estado basal emitiendo energia
electromagnética, como ocurre en los fenomenos de fosforescencia vy

fluorescencia (Ortega vy Jorba, 1996).
2.3.1.3 Radiolisis

El fenomeno de radidlisis o disociacion ocurre cuando la energia transferida por la

radiacion es suficiente para producir la ruptura de los enlaces quimicos
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moleculares, y esta a su vez produce transformaciones quimicas en las sustancias
irradiadas. Los efectos méas intensos de la radidlisis se producen en las moléculas

con uniones covalentes cuya disociacion crea radicales libres.

2.3.2 Magnitudes y unidades dosimétricas

No existe una unidad de radiacion precisa que sea adecuado para usar en los
distintos conceptos de dosis. Para propdésitos de proteccion radioldgica los inicios
de dosimetria incluyen la pelicula dental para determinar la “sombra” como dosis
maxima permisible y para dosis mas altas en algunas ocasiones se tomaba en

cuenta la unidad “eritema”.

Las magnitudes dosimétricas estan relacionadas con la medida de la energia
absorbida y su distribucion, la primera magnitud de interés es la exposicion, y esta

definida por la relacion (Durham, 2006):

X= 2¢

Mair

Donde AQ es la carga de un solo signo producido en una masa de aire por
fotones. La unidad del S| para exposicién es C/kg y en el sistema inglés es el

Roentgen (R), donde la relacion de las dos unidades es:

1R=2.58 x 10 c/kg de aire

La exposicibn es una magnitud dosimétrica definida por la International
Commission on Radiation Units (ICRU) y fue desarrollada mediante Ila
cuantificacion de la cantidad de radiacion administrada a los pacientes tratados
con rayos X. Sin embargo, en el campo de la proteccion radiolégica se interesa
mas por los efectos que la radiacion tiene sobre los tejidos y se requiere
cuantificar el impacto de otras fuentes radiactivas junto con el impacto de los
fotones. Como consecuencia de esto, el concepto de “dosis absorbida” se fue

desarrollando y que se puede entender mediante el concepto de “energia
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impartida” (E) que se define como la radiacion ionizante de la materia en un

volumen y se establece por la relacion:

E = Rin — Rout + AQ,

Donde Rj, es la suma de las energias (excluyendo las energias en reposo) de
todas las particulas ionizantes cargadas y sin carga que entran en un volumen,
Rout €S la suma de las energias (excluyendo las energias en reposo) de todas las
particulas ionizantes cargadas y sin carga que salen del volumen, y AQ es la suma
de todos los cambios de la masa energética en reposo del nucleo y particulas
elementales en cualquiera de las interacciones que ocurren en el volumen. La
unidad de la energia impartida es el Joule (J).

La dosis absorbida esta definida como:

_ de
am

Donde de es el promedio de la energia absorbida por masa de tejido dm. La
unidad S| para dosis absorbida es el Gray (Gy), definida como 1 J/kg, y la unidad

para el sistema inglés es el rad, donde (Durham, 2006):

1Gy = 100 rad.

El dafio que causa la radiacion en los érganos y tejidos depende de la dosis
recibida, o dosis absorbida, que se expresa en una unidad llamada Gray (Gy). El
dafio que puede producir una dosis absorbida depende del tipo de radiacion y de
la sensibilidad de los diferentes érganos y tejidos. (IARC & WHO, 2002).

Para medir la radiacion ionizante en términos de su potencial para causar dafios
se utiliza la dosis efectiva. La unidad para medirla es el Sievert (Sv), que toma en
consideracion el tipo de radiacion y la sensibilidad de los 6rganos y tejidos. El

sievert es una unidad muy grande, por lo que resulta mas practico utilizar unidades
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menores, como el milisievert (mSv) o el microsievert (uSv). Hay 1000 pSv en
1 mSv, y 1000 mSv en 1 Sv. Ademas de utilizarse para medir la cantidad de
radiacion (dosis), también es (til para expresar la velocidad a la que se entrega
esta dosis (tasa de dosis), por ejemplo en microsievert por hora (uSv/hora) o

milisievert al afio (mSv/afo).

2.3.2 Efectos en la salud

La radiacion puede afectar el funcionamiento de érganos y tejidos, y producir
efectos agudos tales como enrojecimiento de la piel, caida del cabello,
guemaduras por radiacion o sindrome de irradiacion aguda. Estos efectos son
mas intensos con dosis mas altas y mayores tasas de dosis. Por ejemplo, la dosis
liminar para el sindrome de irradiacion aguda es de aproximadamente 1 Sv
(1000 mSv) (Cember, 2016).

Si la dosis de radiacién es baja o la exposicion a ella tiene lugar durante un
periodo prolongado (baja tasa de dosis), el riesgo es considerablemente menor
porque hay mas probabilidades de que se reparen los dafios. No obstante,
sigue existiendo un riesgo de efectos a largo plazo, como el cancer, que
pueden tardar afios, o incluso decenios, en aparecer. No siempre aparecen
efectos de este tipo, pero la probabilidad de que se produzcan es proporcional
a la dosis de radiacién. El riesgo es mayor para los nifios y adolescentes, pues
son mucho mas sensibles a la radiaciéon que los adultos (IARC & WHO, 2002).

Los estudios epidemioldgicos realizados en poblaciones expuestas a la
radiacion, como los supervivientes de la bomba atomica o los pacientes
sometidos a radioterapia, han mostrado un aumento significativo del riesgo de
cancer con dosis superiores a 100 mSv. Estudios epidemiolégicos mas
recientes efectuados en pacientes expuestos por motivos médicos durante la
infancia (TC pediatrica) indican que el riesgo de cancer puede aumentar incluso
con dosis mas bajas (entre 50 y 100 mSv).
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La radiacidon ionizante puede producir dafios cerebrales en el feto tras la
exposicion prenatal aguda a dosis superiores a 100 mSv entre las 8 y las
15 semanas de gestacion y a 200 mSv entre las semanas 16 y 25. Los estudios
en humanos no han demostrado riesgo para el desarrollo del cerebro fetal con
la exposicion a la radiacion antes de la semana 8 o después de la semana 25.
Los estudios epidemioldgicos indican que el riesgo de cancer tras la exposicion
fetal a la radiacion es similar al riesgo tras la exposicion en la primera infancia
(IARC & WHO, 2002).

La radiacion ionizante no solo a altas dosis, sino también a bajas dosis
cronicas, se conoce cOomo un agente mutagénico y carcinogenico en
mamiferos, incluidos los humanos. El personal médico que usa radiacion con
fines diagndsticos y terapéuticos tiene un riesgo potencial de sobreexposicion.
Afortunadamente, debido a la aplicacibn de los principios de protecciéon
radiologica, los niveles de exposicion del personal médico a la radiacion
ionizante han disminuido y, por lo general, estan por debajo del limite de 20
mSyv / afio. Sin embargo, varios estudios han demostrado una mayor frecuencia
de micronucleos, aberraciones cromosémicas y rupturas de cadenas de ADN
en trabajadores expuestos a bajas dosis de radiacién ionizante. Algunos usos
médicos de la radiacibn, como la medicina nuclear, pueden causar la
exposicion del personal a dosis mas altas. Los empleados de medicina nuclear
estan continuamente expuestos a la radiacion ionizante en el lugar de trabajo a
pesar del uso de dispositivos de proteccion contra la radiacion. Debido a su
uso, rtyuio|lde la radiacion ionizante, el campo de la medicina nuclear es una
parte Unica y significativa del diagnéstico médico y el tratamiento del paciente.
Segun la Seccion de Proteccion Radiologica de la Comisién Europea (CE),
alrededor del 4 al 14% de las exposiciones a la radiacion recibidas por los
pacientes como resultado de exdmenes médicos son causadas por técnicas de

medicina nuclear (Dobrzynska et al., 2014).
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2.3.3 Limites de dosis

La radiacion es parte de nuestra vida diaria y no existe un limite umbral
establecido para la dosis minima segura que no pueda presentar dafio alguno
para el genoma humano (Cardoso et al., 2001). Sin embargo, los limites de dosis
no han sido constantes a lo largo de la historia de la proteccion radiologica. Arthur
Mutscheller propuso una "dosis de tolerancia” como limite para la exposicion a la
radiacion en 1925. La dosis de tolerancia fue de aproximadamente 0.2 R / dia y
representa 1/100 de la dosis que produciria eritema (600 R / mes) (Durham, 2006).

La dosis de radiacion es una medida de la energia depositada por ésta en un
blanco tal como el tejido. Esto es importante puesto que la absorcion de energia
es lo que ocasiona el efecto de la radiacion en el tejido y el riesgo asociado de
desarrollar cancer por exposicion a la radiacion. Dado que los examenes de rayos
X llegan a un cierto numero de tejidos, se utiliza la dosis efectiva para expresar la
cantidad total de dosis de radiacién. Se calcula a partir de la dosis a diferentes
tejidos expuestos y toma en cuenta la radiosensibilidad de los tejidos involucrados
gue reciben dosis. La unidad de dosis efectiva es el milisievert (mSv). Por ejempilo,
la dosis de las fuentes de radiacion del fondo natural es en promedio de 2,4 mSv
por afio (UNSCEAR) y la dosis efectiva de una radiografia PA de torax es de 0,02
mSv (valor medio tipico) (UNSCEAR, 2014).

La ICRP ha publicado recomendaciones para los limites de dosis para la
exposicién ocupacional y el publico en general. Para exposiciones ocupacionales,
el limite de dosis efectiva recomendado es de 20 mSv por afio como promedio
durante cinco afos (dosis acumulada de 100 mSv) que no exceda los 50 mSv en
un afio determinado. Se recomiendan limites adicionales para 6rganos especificos
porque el riesgo de efectos deterministas es mayor que el riesgo de efectos
estocasticos para algunos 6rganos. Para el cristalino del ojo, el limite anual de
dosis equivalente recomendada es de 150 mSyv. Para las areas localizadas de la
piel, el limite de dosis equivalente anual recomendado es de 500 mSv como

promedio sobre 1 cm?, independientemente del area de irradiacion. Para los pies 'y
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las manos, el limite de dosis equivalente anual recomendado es de 500 mSv
(ICRP, 1990).

Para el publico en general, el limite de dosis efectiva anual recomendado es de 1
mSv / a. En circunstancias especiales, se podria permitir un mayor valor de dosis
efectiva siempre que la dosis efectiva promediada durante cinco afios no exceda 1
mSv / a. Los limites de dosis equivalente anual recomendados para el publico en
general son de 15y 50 mSv para la lente del ojo y las areas localizadas de la piel,
respectivamente. Para mujeres embarazadas declaradas, se recomienda un limite
de dosis ocupacional equivalente al abdomen de 2mSv. Ademas, la ICRP
recomienda que las mujeres embarazadas se empleen en trabajos que no

conllevan una probabilidad significativa de altas dosis accidentales (ICRP, 1990).

En 1993, la NCRP también proporcion6 recomendaciones sobre limites de dosis
(NCRP, 1993). Se usaron los mismos factores de riesgo, pero el NCRP también
establecio un factor de riesgo que no fue especificamente establecido por la ICRP
para el embrién-feto de ~ 102 Sv!. Los limites de dosis recomendados por el
NCRP fueron idénticos a los de la ICRP en su mayor parte con algunas diferencias
clave. La dosis efectiva acumulada para exposiciones ocupacionales
recomendada por la NCRP es 10mSv x edad en afios en lugar de 100mSv en
cinco afios. Se establecié un limite de dosis efectiva para el publico general de
5mSv para la exposicion infrecuente, y la NCRP recomendd el limite de dosis
equivalente a la lente del ojo de 50mSv (Durham, 2006; ICRP,2007).

2.4 Dano al ADN

2.4.1 Generalidades de la célula

No se sabe con exactitud cuando el ser humano descubrié por primera vez la
notable propiedad de una superficie curva de vidrio para inclinar la luz y formar
imagenes. Los anteojos se fabricaron por primera vez en Europa en el siglo Xl y
el primer microscopio compuesto (de dos lentes) fue construido a fines del siglo
XVI. A mediados del siglo XVII algunos cientificos pioneros habian utilizado sus
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microscopios caseros para descubrir un mundo que nunca se habia revelado al
ojo desnudo. Sin embargo, el descubrimiento de las células generalmente se
acredita a Robert Hooke, microscopista inglés quien a los 27 afios de edad fue
premiado con el puesto de Guardian de la Royal Society, la academia cientifica
mas antigua de Inglaterra. Examinando un corcho derivado del arbol de
alcornoque al microscopio, el observo que tenia una superficie porosa parecida a
un panal de abejas. Hooke llamé a los poros celdillas debido a que le recordaban
las celdas habitadas por los monjes que vivian en un monasterio. En realidad,
Hooke habia observado las paredes vacias de un tejido vegetal muerto, paredes
que originalmente fueron producidas por las células vivas que las rodeaban, por
esta circunstancia, se le considera como el descubridor de la célula (Karp, 2011).

La célula es la unidad estructural, anatomica y fisiolégica que compone a los seres
vivos (materia viva), y dentro de los diferentes niveles de complejidad biolégica,
una célula puede ser suficiente para constituir un organismo completo, ésta
contiene la informacion genética del individuo y es el origen de la creacién
biolégica (Karp, 2011).

La célula es el vehiculo a través del que se transmite la informacion hereditaria
gue define cada especie, ademas y determinada por esta informacion, la célula
contiene la maquinaria necesaria para obtener materiales del ambiente y generar
una nueva célula idéntica a si misma, que contendr4d una nueva copia de
informacion hereditaria, solo la célula dispone de esta capacidad. Todas las
células vivas en la tierra, sin excepcion conocida, guardan su informacién

hereditaria en forma de moléculas de ADN (Karp, 2011).

Cada organismo vivo sobre la tierra, desde una bacteria hasta el agregado de 10
células que forman el cuerpo humano, se ha originado por divisién celular a partir
de una sola célula. Por lo tanto, la célula es el vehiculo a través del que se
transmite la informacién hereditaria que define cada especie, ademas vy

determinada por esta informacion, la célula contiene la maquinaria necesaria para
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obtener materiales del ambiente y generar una nueva célula idéntica a si misma,
que contendra una nueva copia de informacion hereditaria. Solo la célula dispone
de esta capacidad. Todas las células vivas en la tierra, sin excepcion conocida,
guardan su informacion hereditaria en forma de moléculas de DNA de doble
cadena, dos largos polimeros paralelos no ramificados formados por cuatro tipos
de mondémeros (A, T, C y G) que estan unidos entre si formando una larga
secuencia lineal que codifica la informacion genética de la célula (Alberts, 2009).

2.4.2 Caracteristicas de la célula

Existen organismos formados por una unica célula (unicelulares), como las
bacterias, las levaduras y las amebas. Hay otros mas complejos, formados por
muchas ceélulas (pluricelulares), como las plantas y animales, por ejemplo. En
estos organismos, las células se ordenan en tejidos, los que su vez forman los
organos. Aunque pueden tener formas, tamafos y funciones diferentes, todas las
células comparten caracteristicas muy importantes como las que se exponen a

continuacion:

a) Estan rodeadas de una membrana celular o plasméatica que las separa del
exterior pero a la vez permite el intercambio con el medio externo. Algunas
células, como las bacterias y las células de hongos y plantas, presentan
una pared celular por fuera de la membrana plasmaética.

b) La membrana plasmatica rodea al citoplasma, una solucién acuosa viscosa
donde estan inmersas las organelas, y donde ocurren importantes procesos
metabolicos.

c) El material genético o hereditario de todas las células es el ADN, o acido
desoxirribonucleico.

d) Metabolismo: Las células se alimentan por si mismas, toman los nutrientes
del medio, los transforman en otras moléculas, producen energia y excretan
los desechos de estos procesos.

e) Reproduccién: las células se originan por divisibn de otras células ya

existentes.

25



f) Diferenciacion: durante el desarrollo de los organismos pluricelulares
muchas células pueden cambiar de forma y funcién, diferenciandose del
resto. La diferenciacion celular hace que una célula comience a fabricar
algo que antes no fabricaba y esto esta asociado a una funcién particular.
Una neurona, por ejemplo, es una célula especializada en la transmision del
Impulso nervioso.

g) Sefalizacion quimica. Las células responden a estimulos quimicos y fisicos
y suelen interactuar y comunicarse entre si, como ocurre en los organismos
pluricelulares complejos a través de las hormonas, los neurotransmisores y

los factores de crecimiento (Karp, 2011).

2.4.3 Generalidades del ADN

Los acidos nucleicos son grandes polimeros formados por la repeticion de
mondmeros denominados nucledtidos, unidos mediante enlaces fosfodiéster. Los
acidos nucleicos almacenan la informacion genética de los organismos vivos y son
los responsables de la transmision hereditaria. Existen dos tipos basicos, el ADN y
el ARN.

Friedrich Miescher, quien en el afio 1869 aisl6 de los nucleos de las células una
sustancia acida a la que llamé nucleina, nombre que posteriormente se cambio a
acido nucleico. En 1953, James Watson y Francis Crick descubrieron la estructura
del ADN, empleando la técnica de difraccion de rayos X.

Las unidades que forman los &cidos nucleicos son los nucleotidos. Cada

nucleétido es una molécula compuesta por la unién de tres unidades:

1. Un monosacarido de cinco carbonos (una pentosa desoxirribosa en el ADN)
2. Una base nitrogenada purinica (adenina, guanina) o pirimidinica (citosina,
timina)
3. Un grupo fosfato (acido fosférico).
Tanto la base nitrogenada como los grupos fosfato estan unidos a la pentosa.

Las bases nitrogenadas conocidas son:
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a) Adenina, presente en ADN y ARN
b) Guanina, presente en ADN y ARN
c) Citosina, presente en ADN y ARN
d) Timina, presente exclusivamente en el ADN
e) Uracilo, presente exclusivamente en el ARN
Las estructuras quimicas de los componentes de los &cidos nucleicos se

presentan en la figura 5 a continuacion:
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Estructura quimica dela  Estructwraquimicadela  Estructuraquimicadels  Estructura quimica de la Estructura quimica del Estructura quimica de la
adenina guanina citosina

OH OH

timina uracilo ribosa

Figura 5. Estructuras quimicas de los componentes de los &cidos nucleicos.
2.4.4 Efectos bioldgicos por radiaciones ionizantes

La exposicion a la radiacion ionizante (RI) induce leucemia y otros canceres, y el
dafio al ADN en el nucleo de una sola célula probablemente represente un evento
iniciador para la carcinogénesis. Las estimaciones del riesgo de cancer por
exposicion a Rl se basan en estudios epidemiolégicos de poblaciones humanas
expuestas, principalmente los sobrevivientes de la bomba atémica de Hiroshima y
Nagasaki. Este enfoque ha proporcionado estimaciones relativamente fiables del
riesgo de exposiciones a altas dosis y tasas de dosis altas, sin embargo, es el
efecto de dosis bajas y bajas tasas de dosis que es de gran importancia para la

poblacién en general (Rothkamm and Lobrich, 2003).

Los efectos dafinos que pueden incidir sobre la materia viva son consecuencia de
la transferencia de energia de las radiaciones a las moléculas constitutivas de las

células.
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Existe un equilibrio entre la tasa de crecimiento neto y la tasa de muerte celular.
Tras la exposicion a estrés celular esta homeostasis fisiologica esta en peligro.
Dependiendo del tipo de estrés y gravedad, la respuesta de la célula puede ser
variada. Si el estimulo de estrés no va mas alla de un cierto umbral, la célula
puede hacer frente a ella mediante el montaje de una respuesta celular de
proteccion apropiado, que asegura la supervivencia de la célula. El fracaso para
activar o mantener una respuesta protectora, los resultados en la activacién de
cascadas de sefializacion de estrés lleva a desencadenar vias de muerte celular.
También existen factores que agravan o ejercen dafio a la par al ADN, como se
considera que el envejecimiento y la senescencia replicativa, son el resultado de la
interaccidon de factores ambientales (estilo de vida), intrinsecos (cadena
respiratoria, hormonas y respuestas inflamatorias) y replicativos (limite de Hayflick)
(Clancy, 2008).

La radiacion dafia las células por muchos mecanismos, el mecanismo mas
importante en las células tumorales es el dafio al ADN. Este dafio puede ocurrir
debido al efecto directo de la radiacion en las moléculas de ADN, que representa
el 30% -40% de las lesiones, o por la generacion de radicales libres que a su vez

dafian el ADN, que representa el 60% -70%. (Lomax et al., 2013):

2.4.4.1 Daio directo e indirecto

El dafio al ADN se pueden clasificar en 2 tipos: dafio directo e indirecto.

El dafio directo (30% -40% de las lesiones) se produce cuando el fotdbn deposita
su energia en la estructura del ADN de manera directa causando dafos tanto en
las bases nitrogenadas como en los enlaces que mantienen unido a los
nucledtidos. Ocasionando rupturas tanto en la cadena simple como la doble del
ADN en bajas y altas concentraciones de eventos de ionizacion como se muestra

en lafigura 6 (Lomax et al., 2013):
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Figura 6. Clasificacion del dafio al ADN

El dafio indirecto (60% -70%) se produce por Radidlisis de las moléculas de agua,
y el cual produce las especies reactivas de oxigeno (ROS) (figura 7), que atacan
de forma critica a través de una variedad de mecanismos que incluyen el dafio de
la base, la liberacién de la base, la despolimerizacion, el entrecruzamiento y la
rotura de la cadena sencilla y doble (figura 8), (Lomax et al., 2013), asi como, a

las macromoléculas que componen la membrana celular (peroxidacion y dafio

proteico).
Reactive oxygen species [ = unpaired electrons)
0::0 - 0::0 - 0::0 - - O - 0
Oxygen Superoxide anion Peroxide Hydroxyl radical  Hydroxyl ion
" — n —2 —
0, 0, 0, =0OH OH

Fig. 7 Especies reactivas de oxigeno (ROS).

A pesar de los posibles dafos, las células han desarrollado los procesos de
reparacion para lidiar con el dafio inducido a través del dafio directo y es vital para

la respuesta celular para el mantenimiento de la integridad y estabilidad del
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genoma y asi minimizar los procesos potenciales de tumoracion y envejecimiento
celular (Mitchell et. al., 2005). Sin embargo, cuando la tasa de dafio es muy alta el
estrés oxidativo termina por conducir a la célula a su muerte (figura 8). Para lo
cual se tiene establecido el destino potencial de la célula en el punto de control del
ciclo celular. Representacion esquematica de los posibles comportamientos
celulares determinados por la maquinaria del punto de control del ciclo celular, que
incluyen la progresion, la apoptosis y la mutacion (figura 9) (Roots & Okada,
1975).

L.-J. Yan / Redox Biology 2 (2014) 165-169
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Fig. 8 Diferentes niveles de severidad del estrés oxidativo.
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Fig. 9 Destino potencial de la célula en el punto de control del ciclo celular.

2.5 Biomarcadores
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Esta establecido que las radiaciones, aunque sean pequefas en dosis, provocan
rupturas de cadenas dobles e individuales en el genoma humano y la recuperacion
de ADN depende de la naturaleza y cantidad de dafo del ADN causado. El dafio
genético que ocurre debido a la radiacion absorbida por cualquier ser humano es
importante para predecir exposiciones futuras y para evaluar retrospectivamente la

causa de la genotoxicidad.

Un mecanismo Util para evaluar cierto tipo de agentes (radiacion) que alteran al
organismo son denominados biomarcadores. El concepto de biomarcador o
bioindicador se define como la respuesta (bioquimica, fisioldgica o morfologica)
usada para el estudio de la situaciébn de una o mas especies tipicas de un
ecosistema (estrés celular). Segun McCarthy & Shugart un biomarcador se puede
definir como: “Medidas en los niveles molecular, bioquimico o celular tanto en
poblaciones naturales provenientes de habitats contaminados, como en
organismos expuestos experimentalmente a contaminantes, y que indican que el
organismo ha estado expuesto a sustancias toxicas y la magnitud de la respuesta

del organismo al contaminante” (McCarthy & Shugart,1990).

2.5.1 Aplicaciones en investigacion

La identificacion de biomarcadores prondsticos tiene el potencial de proporcionar
una indicacion temprana de los sindromes inducidos por la radiacién antes de la
aparicion del dafio especifico del érgano y podria utilizarse de forma prospectiva

para un cribado masivo rapido posterior a un evento radiolégico.

La identificacion de biomarcadores ligados a radiacion debe abarcar no solo las
firmas de prondstico sino también las firmas de diagndéstico. En otras palabras,
cuando los biomarcadores prondésticos tienen el poder predictivo de etapa
temprana de ser clinicamente relevante especialmente en el caso de un evento
radiolégico masivo, los biomarcadores diagndsticos que reflejan el estado
bioldgico en tiempo real tienen el potencial de proporcionar detalles mecanisticos

gue sustentan la biologia detras de la lesion de la radiacion inducida.
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2.5.2 Clasificacion de los biomarcadores

Los biomarcadores se pueden clasificar en 4 clases: marcadores de exposicion,

de suceptibilidad, de respuesta o de efecto y de dosis.

Los marcadores de exposicién permiten medir la dosis interna mediante el analisis
quimico del compuesto 0 metabolito toxico en fluidos corporales o excrementos
como sangre, orina y aire exhalado. Los marcadores de suceptibilidad sirven como
indicadores de una sensibilidad particular de los individuos al efecto de un
xenobidtico o a los efectos de un grupo de tales compuestos. Los biomarcadores
de respuesta o efecto son indicativos de cambios bioquimicos dentro de un
organismo como resultado de la exposicion a xenobibticos. Los marcadores de
dosis son aquellos que aumentan su concentracion conforme la dosis de

exposicion se eleva.

2.5.3 biomarcadores de dafio al ADN

Algunas biomoléculas (hemoglobina, albumina sérica, etc.) tienen grupos reactivos

carboxilo, amino y sulfhidrilo que pueden interactuar con compuestos electrofilicos.
2.5.4 Leucocitos mononucleares de sangre periférica

Los leucocitos mononucleares de sangre periférica son un tipo de célula que
proviene de la diferenciacion linfoide de las células madre hematopoyéticas
ubicadas en la médula 6sea y que completa su desarrollo en los 6rganos
linfoides primarios y secundarios (médula 0sea, timo, bazo, ganglios
linfaticos y tejidos linfoides asociados a las mucosas). Se dividen en linfocitos y
monocitos. Los linfocitos circulan por todo el organismo a través del aparato
circulatorio y el sistema linfatico. Los monocitos comparten con los neutrofilos la
funcion de “aspiradora” (fagocitosis), pero viven mucho un tiempo mucho mas
largo ya que tienen un papel adicional: presentan piezas de patdgenos a las
células T de modo que los agentes patégenos pueden ser reconocidos de nuevo y

eliminados, o de manera que se un anticuerpo pueda hacer una respuesta.
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Los linfocitos Son los leucocitos de menor tamafio (entre 9 y 18 um), y representan
aproximadamente el 30 % del total en la sangre periférica (fig 10). Su morfologia
es variable, de acuerdo con la cual se clasifican en linfoblastos, prolinfocitos y

linfocitos propiamente tal, ya sea inactivos o activados (como los plasmocitos).
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Fig. 10 Linfocitos humanos de sangre periférica

|

Los monocitos son el leucocito de mayor tamafo, llegando a medir 18 ym, vy
representa del 2 al 8 % de los leucocitos en la sangre (fig 11). El sistema
fagocitico mononuclear (SFM) esta constituido por los monocitos circulantes y los
macrofagos tisulares. Los promonocitos de la médula 6sea, al madurar salen de
ella, diferenciandose en monocitos circulantes, que al cabo de unas 8 horas

emigran a distintos tejidos, donde se convierten en macrofagos.
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Fig. 11 Monocitos humanos de sangre periférica

2.5.4.1 Clasificacion de las células en la hematopoyesis

La célula hematopoyética es una célula inmadura que se puede transformar en
todos los tipos de células sanguineas, como glébulos blancos, globulos rojos y
plaguetas. Las células madre hematopoyéticas se encuentran en la sangre

periférica y en la médula ésea (fig 12). También se llama célula madre sanguinea
(Santivasi and Xia, 2014).
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Fig. 12 Evolucion de una célula sanguinea. Una célula madre sanguinea pasa

por varias etapas para convertirse en un glébulo rojo, una plagueta o un
glébulo blanco
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2.5.4.2 Funcién de los leucocitos y monocitos

La funcioén principal de los linfocitos es la regulacion de la respuesta inmunitaria
adaptativa (0 especifica), reaccionando frente a materiales extrafios

(microorganismos, células tumorales o antigenos en general).

Se diferencian en tres lineas de células reactivas: los linfocitos T que se
desarrollan en el timo y que participan en la respuesta inmunitaria celular;
los linfocitos B, que se desarrollan en la médula 6sea y luego migran a diferentes
tejidos linfaticos, que son las encargadas de la respuesta inmunitaria humoral,
transformandose en plasmocitos que producen anticuerpos; y las células NK
(natural killer) que destruyen células infectadas. Los linfocitos T y B presentan
receptores especificos, las asesinas naturales (NK) no.

Los monocitos tienen como principal funciéon la de fagocitar, comerse a
diferentes microorganismos o restos celulares. Para fagocitar (rodear con
los pseuddpodos) se tienen en cuenta diversos factores como la presencia

de antigenos.

2.5.4.3 Radiosensibilidad biolégica

La radiosensibilidad es la sensibilidad que tienen los diferentes tejidos y células a

las radiaciones ionizantes. Y se clasifican de la siguiente manera:

a) Células muy radiosensibles: Son las células que se reproducen
mucho: linfocitos, linfoblastos, espermatogonias, y mieloblastos.

b) Células relativamente radiosensibles: mielocitos, células basales de la
epidermis, células de las criptas intestinales.

c) Células de radiosensibilidad intermedia: células
endoteliales, osteoblastos, espermatocitos.

d) Células relativamente radiorresistentes: granulocitos, espermatozoides.
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e) Ceélulas muy radiorresistentes: fibrocitos, condrocitos, células musculares y
nerviosas

Donde destacan los linfocitos como células altamente radiosensibles.

2.5.5 Proteinas

Las proteinas son un tipo de macromoléculas que se encuentran en todos los
sistemas biologicos, desde procariotas inferiores hasta eucariotas superiores.
Ocupan un lugar destacado en las células vivas, tanto -cuantitativa y
cualitativamente, lo que explica el origen de su nombre, derivado del griego protos,
que significa “primer grado de importancia”. Cuantitativamente, las proteinas son
la clase mas abundante de biomoléculas ya que representan mas del 50% del
peso seco de las células, mucho mas que otros biopolimeros importantes tales
como acidos nucleicos, carbohidratos o lipidos. Cada organismo contiene una
gran variedad de proteinas especificas, de acuerdo con el numero de los
correspondientes genes presentes en los cromosomas. Este nimero varia desde
unos cientos en ciertas especies bacterianas a miles en animales y el hombre

(Alain J Cozzone).

2.5.5.1 Proteinas de choque térmico (hsp)

Las proteinas de choque térmico (Hsp’s) son un grupo de proteinas que funcionan
como chaperonas moleculares intracelulares en condiciones normales, y se
regulan positivamente en respuesta a las tensiones fisiolégicas para proteger a la
célula del dafio (Hunter-Lavin, 2004). Las HSP son un grupo importante de
proteinas dependientes de ATP, que se encuentran tanto en células eucariotas
como procariotas. Estan involucrados en una amplia gama de procesos celulares,
como ayudar al plegamiento de proteinas y la degradacion de proteinas mal
plegadas, modulando las vias de sefializaciébn y regulando las respuestas
inmunes. La naturaleza multifuncional de las proteinas de choque térmico les
permite desempefar papeles criticos en la regulacion de la homeostasis de

proteinas y la supervivencia celular (fig.13) (Yu et al., 2015).
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Fig. 13 Mecanismo de accién de las hsp’s

2.5.5.2 p53

La p53 es una proteina supresora de tumores. Su nombre hace referencia a su
masa molecular aparente caracteristica de 53 KDa en un SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Su funcién principal es la
detencion del ciclo celular en el punto de control G1/S o G2/M mediada por p53
(fig. 14), cuando se reconoce algun dafio en el ADN, para evitar su replicacion.

Puede considerarse la respuesta principal cuando se produce dafio en el ADN.
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Fig. 14. Modelo que representa el control de NHEJ por DNA-PK. La activacion
de DNA-PK / Ku por dafio de ADN da como resultado la regulacion positiva
de la reparacion de NHEJ y la detencion del ciclo celular en el punto de
control G1 / S a través de p53 y p21. NHEJ, union final no homdéloga; DNA-
PK, proteina quinasa dependiente de ADN.

P53 es estimulado por el estrés celular como la radiacion ionizante, la hipoxia, los
carcindégenos y el estrés oxidativo. Los patrones de expresion de los genes de la
familia p53 pueden ofrecer informacién pronostica en varios tumores malignos.
Restauran la funcion pro-apoptética de p53 de tipo salvaje y se ha demostrado
gue rompen la resistencia a la quimioterapia. p53 regula el ciclo celular, induce la

apoptosis y promueve diferenciacion celular (fig. 15).
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Fig. 15 Esquema representativo de las funciones més importantes de la

proteina p53

Para el diagnostico clinico y la determinacion de exposicion a la radiacion

ionizante se ha vuelto una necesidad el

desarrollo de herramientas

biodosimétricas que sean criticas en la evaluacion para un tratamiento inmediato o

a largo plazo (Jackson and Bartek, 2009; Braithwaite et al., 2005).

Por lo que en el presente estudio se observaron y determinaron 2 proteinas que

funcionan como biodosimetros o biosensores de estrés por radiacion como son

hsp70 y p53.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracterizar leucocitos mononucleares humanos de sangre periférica a
partir de la muestra obtenida.

3.1.1 Obtencidén del material biolégico

Las muestras de sangre venosa periférica (venopuncion antebraquial),
aproximadamente 15 mL, dispuestas en 5 tubos al vacio marca BD Vacutainer®
con 7.2 mg de EDTA K2 de 4 mL fueron colectadas de una persona sana del
género masculino de 30 afios de edad (fig. 16), con previo historial clinico
completo, sin historial de radioterapia ni consumo de alcohol, tabaco y
medicamentos, y sin presentar sintomas y signos de enfermedad al momento de
la toma de la muestra, con examenes clinicos en sangre, heces y liquidos
corporales tales como: biometria hematica completa (BHC), quimica sanguinea de
24 elementos (QS24), examen general de orina (EGO) y Coproparasitoscopico
serie de 3 (CPS3), necesarios para obtener la informacion para valorar el estado
de salud del donante. Para lo cual se hizo constar por una autoridad competente y
certificada por el sector salud que el donante es clinicamente sano. La extraccién
de sangre se llevéd a cabo en el laboratorio de Biologia Celular y Neurobiologia de
la Unidad Académica de Ciencias Biologicas a cargo del Dr. Sergio Hugo Sanchez
Rodriguez de acuerdo a la técnica de puncion venosa convencional y de acuerdo
a la NOM-253-SSA1-2012, para la disposicion de sangre humana y sus
componentes para fines terapéuticos e investigacion, de acuerdo a la parte
bioética. Una biometria hemética completa se llevé a cabo de forma inicial para
cuantificar componentes sanguineos mediante la utilizacion de un sistema
CELLDYN 1600 con previa inversion del tubo (de 8 a 10 veces) para asegurar la
homogeneizacion del anticoagulante con la sangre. De esta manera, se aseguro
gue la muestra de sangre cumple con la proporcion estandar linfocitica del 16-45%

(Anexo A), después se procedio a medir viabilidad linfocitica del control.
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Fig. 16 Obtencion de tejido sanguineo (puncidon venosa).

3.2 Aislamiento de linfocitos por ficoll-histopaque

Principio. Histopaque®-1077 es una solucion estéril de polisacarosa y diatrizoato
de sodio, sometida a pruebas con endotoxinas, ajustada a una densidad de 1.077
g / ml. Este medio facilita la recuperacion rapida de linfocitos viables y otras
células mononucleares a partir de pequefios volumenes de sangre completa.
También se puede emplear en la preparacion de suspensiones de linfocitos puros
para cultivos celulares y ensayos de citotoxicidad (Amos & Pool, 1976).

Procedimiento. Los linfocitos fueron separados del paquete globular utilizando el
medio de separacion Histopaque con una densidad de 1.077 g/mL compuesto de
una solucién acuosa de Ficoll (57 g/L), y Diatrizoato de Sodio (90 g/L), de acuerdo
al protocolo del fabricante en un tubo cénico de polipropileno de 15 mL, donde se
colocaron 7 mL de Ficoll-pague TM y 7 mL de sangre total (1:1), ambos
previamente atemperados a 37°C. Posteriormente se centrifugd la mezcla a
(400G) 2200 RPM por 30 minutos. Se procedié a aspirar con una pipeta Pasteur la
capa superior (plasma sanguineo) para descartarla y obtener directamente la capa
de leucocitos, donde cuidadosamente se transfirio la interfase a un tubo cénico
fresco. Los linfocitos se lavaron con solucion buffer fosfato salino (PBS) y se
suspendieron con RPMI a aproximadamente 2 X 10° células / mL. Las células se
suspendieron en un volumen total de 11 mL y fueron distribuidos en 13 alicuotas
de 840 uL cada una como se muestra en la figura 17. Una de las alicuotas

(control) fue sometida a analisis de viabilidad celular en ese momento y el resto de
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las alicuotas fueron dispuestas en bafio maria a 37 ° C mientras fueron
transportadas a la Unidad Académica de Odontologia (UAO) para ser expuestas a
rayos X a diferentes dosis.

1era Dosis 2nda Dosis 3era Dosis R. Fondo

Fig. 17 Distribucion de las células linfoides en alicuotas para su proceso.

3.3 Determinacion de la viabilidad celular por ensayo de exclusién de azul
tripano

Principio. La viabilidad celular se cuantifico con el método de exclusion del azul
de tripano. Este compuesto es una amina orgénica, con una carga negativa neta
gue no penetra al interior de las células que presentan sus membranas intactas,
mientras que las células dafiadas rapidamente lo incorporan al citoplasma. El azul
de tripan no es necesario para realizar conteos simples de células pero si es
imprescindible para diferenciar entre las células muertas (con disrupcion

membranal) de las vivas con membranas integras (Freshney, 1987).

Procedimiento. La viabilidad celular se efectué al 4% como colorante supra vital.
Se transfirieron 10 (1L del azul de tripan al 4% a la suspension de los linfocitos en
un tubo eppendorf de 1.5 mL, homogeneizando con pipeteo suave (8-10 veces).
Después de reposar la mezcla 5 min, se llené por capilaridad (10 L) en el
hemocitometro o camara de Neubauer (Spencer Bright-line) y se cubrié con
cubreobjetos. Las células se contaron en un microscopio Optico con un rango de
magnificacion de 40x (fig. 19), tomando en cuenta para el conteo el cuadro central
de 1 mm? que se encuentra compuesto por 25 cuadros de 0.04 mm? (en verde).

Dada la profundidad de la cadmara de tan solo 0.1 mm, cada una de estas
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unidades corresponde a volumenes fijos conocidos, segun se ilustra en la figura
19 (SOP, 2013).

Fig. 18 Microscopio 6ptico y camara de Neubauer.

Cuadricula  Color Area Volumen 0
3x3 Blue 1 mm’ 100 nl '

4x4 Red  0.0625mm’> 6251l TR0 |
4x4 Green  0.04 mm’ 4 nl SRR 1

1x1 Black  0.0025mm>  025nl === '

Fig. 19 Dimensiones del area de conteo celular del hemocitometro.

Una vez llevado a cabo el conteo celular, se realizé el calculo correspondiente a la
concentracion celular usando la siguiente formula:
Concentracion= Cuenta de células vivas + 100 x factor de dilucién x 10,000.

Para calcular viabilidad celular expresada en porcentaje de células vivas se utilizé

la siguiente formula:
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V.C.= Numero total de células vivas (blancas) + Namero total de células vivas
y muertas (tanto blancas como azules) x 100

3.4 Exposicion celular a rayos X

La exposicion de los linfocitos fue realizada con una fuente de rayos X marca
Corix® 70 plus-USV de 70 KVp — 8 mA, con numero de serie: A30852 y con un
tiempo de exposicion de 0.15 s a cuatro dosis distintas (2.3, 4.6, 9.1y 13.7 mGy) y
una mas equivalente a la radiacion de fondo, en la Unidad Académica de
Odontologia de la Universidad Autonoma de Zacatecas (Guadalupe, Zacatecas) a
cargo del Dr. Eduardo Medrano. Las exposiciones fueron llevadas a cabo de forma
independiente segun los disparos a realizar, distribuidos 3 viales (tubos eppendorf)
para cada dosis (fig. 20). La dosis absorbida fue determinada usando TLD’s
(detectores termoluminiscentes) en las mismas condiciones usadas para las
muestras. Con respecto a la tasa de incertidumbre del Kerma fue del 4%. Después
de la irradiacion ex vivo, las muestras celulares fueron incubadas a 37+.5 °C

durante 60 minutos y se procedié a medir sus respectivas viabilidades celulares.
3.4.1 Arreglo experimental

El arreglo geométrico experimental que se utilizé para el proceso de conservacion
y transporte de células y de irradiacion de muestras, las cuales se mantuvieron a
temperatura de 37 °C y en condiciones homeostéaticas se muestra en la siguiente

figura:
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Fig. 20 Arreglo experimental para transporte de células y de ensamble en

equipo de Rayos X.
3.4.2 Curva de calibracion dosis-respuesta

Se obtuvo una curva de calibracion dosis-respuesta empleando un detectores
TLD-100 monitor de area de dosis absorbida, midiendo la dosis por disparo
(uGy/nC) (tabla 2) a una distancia de 20 cm de la fuente de un equipo de Rayos-X
de 70 Kv, 8 mA y tiempo de exposicion 0.15 s (fig 21). Se introdujeron 2 TLD's en
cada eppendorf por cada dosis de tal manera que la dosis absorbida utilizada fue

la promediada de los 2 detectores (fig 22).

fuente de Rayos X

@ 20cm
"Q

Linfocitos

Fig. 21. Esquema del arreglo experimental para exposicion de células a

Rayos X.

Tabla 2. Relacion de dosis absorbida-respuesta y numero de disparos en

equipo de Rayos-X de 70 Kv, 8 mA y tiempo de exposicion 0.15 S.

DISPAROS Rrip £ DR [NC] DOSIS ABSORBIDA (D)
[MmGy]
0 0.0000 + 0.0540 0.0000 + 0.0000
5 16.5500 * 1.0210 2.2821114 + 0.0456422
10 30.9400 + 1.2860 45642228 + 0.0912845
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20 61.0600 + 1.4810 9.1284456 + 0.1825689
30 99.0200 + 4.5600 13.6926684 + 0.2738534
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FIG. 22 Curva de calibracion dosis absorbida-respuesta TLD en equipo de
Rayos-X de 70 Kv, 8 mA y tiempo de exposicién 0.15 S. cuyo coeficiente de

correlacion (%) fue de 0.9987

3.5 Lisis celular

Principio. Este procedimiento permite liberar las proteinas contenidas en el

interior de los linfocitos y sus organelos.

Procedimiento. Después de la exposicibn a radiacion X, a los tubos se
adicionaron 500 pl de buffer de lisis a 4°C (PBS 150 mM NaCl, 2mM KCI, KH,PO,4
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y Na;HPO,, Protease Inhibitor Cocktail Tablets in glass vials), dejandolos en hielo
durante 10 minutos. Se centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C durante 10 minutos con
una microcentrifuga (eppendorf), el sobrenadante se colecto y se eliminé el botén.
Se inspecciono el lisado en el microscopio Optico para asegurarse que la lisis sea

completa y se procedio a la determinacion proteica por el método de Bradford.

3.6 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

Principio. El ensayo se basa en la unién del colorante azul brillante de Coomassie
G-250, principalmente a los residuos de aminoacidos aroméaticos, especialmente a
arginina. Dicha union genera un cambio en el maximo de absorcion del colorante
de 465 a 595 nm y es el incremento en la absorcion a 595 nm lo que se monitorea.
El ensayo es reproducible y rapido, completando la reaccion de unién del
colorante a la proteina en un maximo de 2 min y es estable hasta por 1 hora
(Bradford, 1976).

Procedimiento. El ensayo se llevd a cabo en 15 tubos eppendorf. Primero se
realiz6 una curva estdndar de BSA. Se prepard una solucion stock de BSA (1
mg/ml). Se colocaron en 9 tubos frescos 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5y 20 pl
de BSA (Microbradford) y se completaron los volumenes hasta 100 ul con NacCl
0.15 M (tabla 3). Después se afiadieron 900 pl de reactivo Bradford a cada tubo.
En los siguientes 5 tubos (dosis 1, dosis 2, dosis 3, control negativo, control
positivo y radiacién de fondo) se afiadieron 10 pl de muestra problema, 90 ul de
NaCl 0.15 M y 900 pl de reactivo Bradford, respectivamente. Se usé como blanco
100 pl de NaCl 0.15 M. Se llevé a cabo la lectura de las absorbancias mediante un
espectrofotometro a 595 nm (fig 23). Una vez llevadas a cabo las mediciones se
calcularon las cantidades necesarias para cargar en SDS-PAGE en base a la

ecuacion de la linea recta obtenida en la calibracién (Tabla 4).
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Tabla 3. Procedimiento para hacer la curva de calibracion.

BSA (ul) NaCl 0.15 M (ul) Reactivo Bradford (pl)
0 100 1000
2.5 97.5 1000
5 95 1000
7.5 92.5 1000
10 90 1000
12.5 87.5 1000
15 85 1000
17.5 82.5 1000
20 80 1000
PROBLEMA 5 95 1000
. y = 0,0458x + 0,084
] ’R2=O,9931
0,9
08 /
0,7 //(
0,6
0,5 S @ Abs.
0,4 i
0,3 /
0.2 /
0,1
o —
0123456 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Fig 23. Curva de calibracion para Bradford

Tabla 4. Cantidad de proteina calculada para cargar SDS-PAGE

ABS ugdeprot uL paral5ug x5 + 50 buffer c

c 0.374 8.10225303  18.513369  92.5668449 142.566845
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b 0.431 9.09012132 16.5014299 825071497 132.50715
1 0.37 8.03292894 18.6731392 93.3656958 143.365696
2 0439 9.2287695  16.2535211 81.2676056 131.267606
3 0.462 9.627/38302 15.5805581 77.9027903 127.90279

3.7 Determinacién de niveles proteinicos de hsp-70y p53 por western blot

Principio. El objetivo de esta técnica es separar proteinas de acuerdo al peso
molecular y la carga de estas. Las proteinas se logran separan por electroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS. Posteriormente son transferidas a una membrana
de nitrocelulosa donde se pueden identificar a través del uso de anticuerpos

especificos contra la proteina de interés (Towbin et al., 1979).

Procedimiento. La preparacion de la muestra, de acuerdo con la concentracion
de proteina total de las muestras problema que fueron cuantificadas por el método
de Bradford, se tomaron 30 ug de proteina y se adicion6 solucién amortiguadora
para muestras 5X, la cual contiene (3-mercaptoetanol como agente reductor. Las
muestras fueron desnaturalizadas en un bafio de agua en ebullicion por 5 min.
Para la separacion electroforética, las proteinas fueron separadas mediante
electroforésis en geles de SDS-poliacrilamida al 10% utilizando buffer de
electroforesis. La electroforesis se realizé a temperatura ambiente y a voltaje entre
120 V y 130 V hasta llegar al limite inferior (aprox. 1.5 horas) como se muestra en
la figura 24.
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Fig. 24. Corrimiento de proteina en SDS-PAGE

A continuacion, se llevo a cabo la electrotransferencia. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando buffer para transferencia
semi-seca (semi-dry transfer) como se muestra en la figura 25. La transferencia
se realiz6 a 500 mA durante 25 min. Finalizada la transferencia, la membrana se
tind con Rojo de Ponceau, por aproximadamente 2 min para evaluar la eficiencia
de la misma. Posteriormente, la membrana se lavé con solucion PBS 1X para
eliminar el exceso de colorante y se bloque6 durante 24 h a 4°C con solucién
bloqueadora (PBS leche).

Fig. 25 Transferencia del gel a la membrana de nitrocelulosa por via semi-
seca
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Al final se realiz6 la inmunodeteccion, para esto la membrana se expuso al
anticuerpo primario (anti HSP-70) de ratén a una dilucién de 1:300, por 1 h a T.A.
con agitacion constante. Después se procedido a realizar los lavados de la
membrana de nitrocelulosa 5 veces alternando con solucion de lavado PBS y
PBS-Tween 0.1% (5 min cada uno a TA y con agitacion). A continuacion,
Posteriormente, la membrana se incubd con el anticuerpo secundario (anti-IgG de
ratdén) acoplado a peroxidasa, con una dilucion 1:1000 por 1 h a T.A. con agitacion
constante; finalizado el tiempo, la membrana se lavd nuevamente 6 veces
siguiendo el mismo esquema (figura 26). El mismo procedimiento anterior se llevo
acabo para p53 con la diferencia de que las membranas p53 se incubaron con
anticuerpos anti-p53. Para revelar la membrana de p53, fue expuesta a una
mezcla a una solucion de DAB (diaminobenzidina) preparada, filtrada y activada
con 20 uL de perédxido de hidrogeno. Se dejé 30 minutos revelando y se coloco
sobre hojas de papel para su secado. Para el caso de la membrana de hsp-70 se

revel6é con ECL ™ prime western blotting detection reagent.

Fig. 26 Lavado de membrana de nitrocelulosa

3.8 Cuantificacion de ADN

Se llevé a cabo la cuantificacién del ADN en cada vial postexposicion (tabla 5)

para comprobar que se tenga la muestra en concentraciones ideales para su
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corrimiento. La medicion se llevd a cabo en un espectrometro Thermo Scientific™
NanoDrop™ (fig. 27) a 260 y 280 nm.

Tabla 5. Concentraciones de DNA (ng/mL) determinadas en espectrémetro

para controles y distintas dosis.

Muestra Concentracion  A260  Volumen Volumen
ng/mL / 280 (uL) normalizado (L)
CONTROL - 600.7 2.31 10 4.74
CONTROL 533.9 2.29 10 4.92
FO;DO 296.1 2.43 10 9.62
ler DOSIS 306.5 2.32 10 9.48
2do DOSIS 285.6 2.26 10 10
3er DOSIS 287.5 2.30 10 9.9
4to DOSIS 345.7 2.37 10 9.28

Fig. 27 Medicion de las concentraciones de DNA en espectrometro Thermo

Scientific™ NanoDrop™
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3.9 Evaluacioén de fragmentacion al ADN mediante electroforesis en gel de
agarosa

Una vez preparado y polimerizado el gel de agarosa al 0.8% (fig 28) se procedi6 a
cargar con las cantidades calculadas para carga en 6 pozos para cada dosis y
controles, y uno mas para peso molecular, colocando el buffer de corrida y

procediendo a inducir entre 80 y 100 V durante 1 hora (fig. 29).

Fig. 29 Preparacion de gel de Agarosa

3.10 Analisis de gel de agarosa
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Después del corrimiento en la camara de electroforesis, se procedié a observar el
gel en la lampara UV para corroborar de manera rapida la integridad del ADN o
presencia de fragmentacion en nuestras muestras control y problema (fig. 30) y
continuamos con la lectura por medio de un fotodocumentador Chemidoc™ de
BioRad™ (fig 31).

Fig. 31 Fotodocumentador Chemidoc™ BioRad™

3.11 Analisis estadistico
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La significancia estadistica de las diferencias entre las muestras control y las
muestras problemas se determinaron usando la prueba t-student (SigmaPlot 11.0).
Los valores de p<0.05 fueron considerados significativos.

IV. RESULTADOS

4.1 Supervivencia celular a distintas dosis de rayos X

Se evaluo la cantidad de LMHSP a distintas dosis de rayos X (radiacién de
fondo = 0.0 mGy, 2.2 mGy, 4.6 mGy, 9.1 mGy y 13.7 mGy), utilizando un control
negativo (muestra a 37°C/1h), un control positivo (muestra a 44°C/1h). De los
resultados obtenidos se observa un comportamiento general de un decremento
significativo en la supervivencia celular con referencia a un incremento lineal para
cada dosis de exposicién. Asi mismo, se observa el valor minimo de 46 X10°
células para la dosis de 13.7 mGy, en contraste con el control (0 mGy) donde el

valor fue de 86 X10° células como se muestra en la siguiente figura:
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Fig 32. Supervivencia celular a distintas dosis de rayos X (fuente de rayos X

de 70 KVp —8 mA y un tiempo de exposicion de 0.15 s).

4.2 Viabilidad de LMHSP expuestos a distintas dosis de rayos X

Se evalué la viabilidad celular después de la exposicion a distintas dosis de
radiacion X (radiacién de fondo = 0.0 mGy, 2.2 mGy, 4.6 mGy, 9.1 mGy y 13.7
mGy), utilizando un control negativo (muestra a 37°C/1h), un control positivo
(muestra a 44°C/1h). De los resultados que se obtuvieron se observd un
decremento significativo con respecto control en las dosis de 2.3, 4.6 y 9.1 mGy.
Donde el valor de menor viabilidad fue del 80.33 + 2.361 % a una dosis de 4.564 +
0.0912 mGy en contraste con el control con una viabilidad de 100 = 0.0 % a una
dosis de 0 mGy como se muestra en la siguiente figura:
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Fig. 33 Viabilidad celular frente a distintas dosis de exposicion a Rayos X

(fuente de Rayos X de 70 KVp —8 mA y un tiempo de exposicion de 0.15 s)

4.3 Relacién del numero de células y viabilidad de distintas muestras frente a
dosis.

En la siguiente tabla se muestran los datos concretos sobre la
supervivencia celular y viabilidad de las distintas muestras a las distintas dosis de

exposicion:

MUESTRA DOSIS ABSORBIDA No. de % Viabilidad

Células/mL
[mGy]
Control 0.0000 + 0.0000 88,333.3 + 100 £ 0.0
Negativo 37°C 4784.2
Control R. 0.0000 + 0.0000 86666.6 + 98.7 + 1.8384
Fondo 6342.1
lera Dosis 2.2821114 + 82666.6 + 84.43+6.7810
0.0456422 7845.7
2nda Dosis 45642228 + 62333.3+ 80.33+2.3612
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0.0912845 3681.7

3era Dosis 9.1284456 + 48666.6 + 86.733 £6.723
0.1825689 4988.8
4ta Dosis 13.6926684 + 46666.6 + 95.933 +4.112
.2738534 6649.9
Control 0.0000 + 0.0000 35666.6 + 100 + 0.0
Positivo 42°C 10077.4

Tabla 6. Relacion de No. de células y viabilidad de distintas muestras frente a

distintas dosis.

4.4 Andlisis de la integridad o fragmentacién de ADN en LMHSP expuestos
distintas dosis de rayos X.

La integridad o fragmentacion del ADN se observé mediante electroforesis
en geles de agarosa y se encontr6 el siguiente patrén en cada corrida (figura 34),
en el cual se observan amplias fragmentaciones en las muestras expuestas a la
3era y 4ta dosis (9.1 mGy y 13.7 mGy respectivamente), asi como una
fragmentacién muy discreta en las muestras expuestas a la leray 2nda dosis (2.2
mGy, 4.6 mGy respectivamente), asi como a la radiacién de fondo. Sin embargo,
existe un patron de disminucién entre las dosis absorbidas en cada una de las

muestras celulares.
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Fig. 34 Fragmentacion del DNA de leucocitos mononucleares humanos
expuestos a distintas dosis de rayos X (fuente de rayos X de 70 KVp — 8 mA

y un tiempo de exposicion de 0.15 s)

4.5 Expresion de Hsp70 y p53 en linfocitos humanos expuestos a rayos X

Se observé una expresion basal de Hsp70 en el control negativo (37°C/1hr),
y una sobreexpresion en las dosis 3y 4 (9.1 y 13.7 mGy), asi como en el control +
(44°C/1hr), como se muestra en la figura (figura 35). De manera similar, se
observé una expresion basal de p53 en el control negativo (37°C/1hr), y una
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sobreexpresion en las dosis 3y 4 (9.1 y 13.7 mGy) , asi como en el control +

(44°C/1hr), como se muestra en la figura (figura 36).

C- €+ 4D 3

-
pserof l.‘ |

Fig. 35. Expresiéon de Hsp70 en LHMSP expuestos a rayos X

Fig. 36. Expresion de p53 en LHMSP expuestos a rayos X
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V. DISCUSION

Diversos estudios han contribuido a demostrar los efectos de la radiacion ionizante
a nivel celular, asi como el dafio que implican periodos prolongados de exposicion
a ciertas dosis. Las ventajas del uso de rayos X en el radiodiagnostico y los
reportes de los efectos colaterales dieron pie al inicio de la proteccion radiologica.
Con el paso de los afios ha mejorado el entendimiento sobre la interaccion sobre
los mecanismos y su interaccion entre los rayos X y la materia, asi como sus
efectos a nivel celular y molecular los cuales se proyectan a la salud de los
organismos vivos. El numero de procedimientos de radiologia de diagndstico
realizados en México continla creciendo cada afio, siendo este una preocupacion
existente para la exposicion. Las dosis de radiacion recibida deben centrarse en
ser las mas bajas como sea razonablemente posible. Asi, este ultimo es el

principio establecido en el reglamento basico de las radiaciones ionizantes.

En el presente trabajo se buscé elucidar el efecto de la radiacion ionizante a nivel
celular, particularmente a nivel molecular (ADN) asi como, la sobreexpresion de
proteinas relacionadas (p53 y la hsp70) con la respuesta celular el dafio. De los
resultados obtenidos para el comportamiento general, se observé un decremento
significativo en la supervivencia celular, con referencia a un incremento lineal para
cada dosis de exposicion, se puede explicar debido a que existe un limite
permitido de exposicion reportado en la literatura ICRP, 2007 el cual establece
dosis de 20 mSv/afo para POE y 100 mSv para 5 afios sin superar 50 mSv en un
afio determinado. En los resultados del presente estudio la maxima dosis de
exposicion fue de 13.7 mGy, considerado asi un valor aproximado al antes
mencionado la norma ademas, este dato se considera un hallazgo importante en
proteccion radiologica debido a que representa para una sola exposicion la dosis

recibida de 30 disparos consecutivos del equipo de rayos X.

La medicion del porcentaje de células vivas (viabilidad) en los LMHSP nos
permitié observar que fue mas significativo en la dosis de 4.6 mGy que provoco un

decremento de la viabilidad de =20% en comparacion con el control a dosis de 0.0
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mGy y el 100% de viabilidad, este porcentaje de viabilidad fue idéneo porque
fueron ligeramente superiores en comparacion a otros trabajos reportados como
los de Weinberg et. al, 2000). Ademas es importante enfatizar que la técnica en
fresco con ficoll permiti6 conseguir el incremento en el porcentaje de viabilidad
como el trabajo reportado por Ruitenberg et. al, 2006 que se utilizo como guia
para el experimento. Experimentos anteriores del proceso de estandarizacion
demostraron que el numero de células decrece segun el incremento en la dosis de
exposicion a rayos X, sin embargo, en los datos para viabilidad no se evidencia
esta relacion, asi mismo se puede atribuir al proceso de apoptosis, que de igual
manera este comportamiento ha sido reportado por el trabajo de Ferlini et. al.,
1996. Ademés, demuestra que la viabilidad no fue modificada significativamente
(ya que no es posible visualizar las células muertas), no obstante, la poblacion

celular si disminuye.

Por otra parte, el ADN dafiado, si no se repara adecuadamente, es una fuente de
mutacion e interfiere con muchos mecanismos celulares, como la replicacion, la
transcripcion y el ciclo celular. La fragmentacién del ADN se observé de manera
significativa para las muestras expuestas a dosis de 9.1 y 13.7 mGy sin embargo,
para ambas la respuesta cualitativamente no presenta diferencia alguna, estas se
contrastan con la muestra control donde se puede observar que no hubo
fragmentacién. Trabajos reportados en la literatura para mediciones
biodosimétricas en exposicion a la radiacion ionizante, han incluido el analisis de
alteraciones cromosOmicas inducidas por la radiacion en linfocitos de sangre
periférica, para personas que han sido expuestas asi mismo, demuestran que a
dosis menores de 20 mGy se produce un dafio significativo molecular en la
integridad del ADN como lo reporta Rothkamm et. al. 2007. Ademas, se establece
gue los LMHSP son bioindicadores sensibles idoneos para bajas dosis de rayos X
tomando en consideracion que “dosis bajas” es relativo a la toma de decision del

investigador, pero si tomando como referencia la normatividad.
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Por otra parte de los resultados para la expresiéon de p53 se observé una
expresion basal de p53 para el control negativo (37°C/lhr), esto explica el
comportamiento homeostatico de la respuesta en expresion de la misma que se
tomd como referencia cualitativamente para las muestras problema. Asi mismo se
demuestra que para dosis de 9.1 y 13.7 mGy la sobreexpresion fue identificada y
significativamente evaluada, para este mismo comportamiento se contrasta con lo
reportado en la literatura por Lowe et al., 1993 sin embargo, las dosis y fuente de

radiacion para el anterior fue de 5 Gy por rayos gamma de una fuente de Co-60.

Por otra parte de los resultados para la expresion de hsp70 se observé una
expresion basal de hsp70 para el control negativo (37°C/1lhr), esto explica el
comportamiento homeostatico de la respuesta en expresion de la misma que se
tomd como referencia cualitativamente para las muestras problema. Asi mismo se
demuestra que para dosis de 9.1 y 13.7 mGy la sobreexpresion fue identificada y
significativamente evaluada, para este mismo comportamiento se contrasta con lo
reportado en la literatura por Park et. al., 2000, considerando para el anterior la

dosis 1.3 Gy/min proveniente de una fuente de rayos gamma de Cs-137.
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VI CONCLUSIONES

Se evaluo el dafio al ADN asi como la expresién de p53 y hsp70 en leucocitos
mononucleares humanos expuestos a diferentes dosis de rayos X y con base a la

evidencia mostrada los principales hallazgos de este trabajo son los siguientes:

1. Existe un decremento significativo en la poblacién celular por exposicién a
rayos X, lo cual indica que son células radiosensibles en las cuales se
pueden evaluar como biomarcadores celulares de exposicion a dosis bajas

(<1Gy) de radiacion ionizante.

2. La medicion del porcentaje de células vivas (viabilidad) en los LMHSP fue
mas significativo en la dosis de 4.6 mGy que provoco una disminucion de la
viabilidad de =20%, en dosis mas altas no hubo tal decremento ya que las

células optaron posiblemente por la via apoptotica.

3. Entre el rango de las dosis 4.6-9.1 mGy por rayos X la respuesta de
exposicion en LMHSP fue evaluada y establecida como umbral para el
dafio en la integridad del ADN.

4. Los LMHSP presentan radiosensibilidad para bajas dosis de rayos X (< 20
mGy) por consiguiente, son considerados como buenos bioindicadores de

exposicion para rayos X.
5. A partir de 9.1 mGy existe sobreexpresion de hsp70 y p53 en LMHSP, esta

respuesta molecular permite utilizar a estas proteinas como biomarcadores

de eleccion para exposicion a dosis bajas (<1Gy) de radiacion ionizante.
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6. Los hallazgos permitieron estimar una respuesta de dafio molecular que se
puede utilizar como bioindicador por exposicion para usuarios de equipos
de rayos X con esas caracteristicas, y asume una importancia significativa

en proteccion radioldgica.
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VIl PERSPECTIVAS

. Evaluar viabilidad celular por métodos méas precisos como el ensayo de
reduccion del 3-(4,5-dimetiltiazol- 2-ilo)-2,5- difeniltetrazol (MTT).

2. Evaluar viabilidad y dafio celular por exposicion a radiacion gamma.

3. Determinar dafio al ADN a distintos tiempos de exposicion a radiacion.

4. Determinar la dosis umbral para dafio de ADN y sobreexpresion de p53 y

hsp70.

. Evaluar procesos apoptoticos por exposicion a rayos X
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ANEXOS

8.1 Biometria hematica completa mediante citometria de flujo

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS CONDESA
TELS: 4921648613 o 1643683

EMATL: condezalabizmad com

www.facebook com/Isboratoriocondesa

| abaralaria Biogquimico Condesa

NOMBRE: DIEGO CANO SANCHEZ

SEXO: MASCULINO EDAD: 31 ANOS
MEDICO: A QUIEN CORRESPONDA

FECHMA: 20 DE FEBRERO DE 2018

ANAUSIS: BIOMETRIA HEMATICA COMPLETA [BHC)

ESTUDO RESLLTADO V. REFERENCIA
FORMULA BLANCA
LEUCOCITOS: 4.8 X103/mm3 45-55 x203/mm3
LINFOOITDS: 38 % 15-46 %
MONOCITOS: 2% c-10 %
NEUTROFLOS: 80 % 50-70 %
EOSNCFALDS: 2% 0-6 %
2456FLOS: 0% 0-1 %
BANDAS: 1% 0-5 %
SEGMENTADOS: 59 % 47-70 %
FORMULA ROJA
ERITROCTOS: 592 X106/mm3 Med4-S48  X206/mm3
Hed£9-613 XI06/mm3
HEMOGLOZINA: 174 gridL M=12-36  prfel
H=14-18 ol
HEMATOCRITO: 471 % M=38-48 %
H=42-54 %
VoM 2 n £0-100 fL
HOM: 303 pg 27-34 pg
MCHC: 3138 grfaL 30-38 pgrfel
ROW: 324 1-4 %
PLAQUETAS: 242 000/mm3 150-450 000/mm3
METODC: OTOMITRA DE FLLUO, MICROECOMA £ VPTDANCA
ATENTAMENTE

QEB Plona Cecdia Reyes Movene
Universidad Autonoma de Zacatecas
CED. PROF. 7005581
Mstriz: AV. SARONES 110-E COL SPAUAZ, GUADALLPE, ZAC. Suc.: LUIS MOYA 1000F COL. GONZALEZ ORTEQA ZACATECAS, ZAC
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8.2 Soluciones utilizadas en la determinacion de los niveles proteinicos de
p53y hsp70

Solucion amortiguadora de muestra 5X

Tris 1M pH 6.8 0.6 mL
Glicerol 50% 5 mL
SDS 10% 2 mL
Azul de Bromofenol 1% (p/v) 1mL
B-mercaptoetanol 0.288 M 0.5 mL
Aforo (agua Milli Q) 10 mL
Solucion de acrilamida 30%

Acrilamida 29.2 ¢
Bis-acrilamida 0.8¢g
Aforo (agua Milli Q) 100 mL
pH 7.0
Solucioén del gel separador (10%)

Acrilamida 30% 3.3mL
Tris 1.5 M pH 8.8 2.5 mL
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% 0.1 mL
Persulfato de amonio (APS) 10% 0.1 mL
TEMED 0.004 mL
Aforo (agua Milli Q) 10 mL
Solucién del gel concentrador (5%)

Acrilamida 30% 0.67 mL
Tris 1.0 M pH 6.8 0.5 mL
SDS 10% 0.04 mL
APS 10% 0.04 mL
TEMED 0.004 mL
Aforo (agua Milli Q) 4 mL

Solucién de electroforesis 5X
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8.3 Soluciones empleadas en los ensayos de viabilidad celular

Tris

Glicina

SDS

Aforo (agua MilliQ)
pH

Solucién de transferencia
Tris

Glicina

Metanol

Aforo (agua Milli Q)

Solucién bloqueadora
Leche descremada

BSA

Aforo (solucion TBS pH 8.0)

Solucién TBS

Tris

NaCl

Aforo (agua Milli Q)
pH

Solucién TBS-Tween 0.1%

Tween
Aforo (solucion TBS pH 8.0)

Azul de tripano al 0.4%

15.14 g
93.84 ¢
59
1L

8.3

5.82 g

2.93 ¢

200 mL
1L

04g¢g
0.1g
20 mL

2449
89
1L

8.0

1mL
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